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Résumé et mots clés

Mots clés : Barriere hématoencéphalique — modélisation in vitro — syndrome d’apnée
obstructive du sommeil — jonctions serrées — ABC-transporteurs.

Résumé : Le syndrome d’apnée obstructive du sommeil (SAOS) est un enjeu majeur
en santé publique. Il est défini par des collapsus répétés des voies aeriennes supérieures
associés a une majoration du risque cérébrovasculaire. A ce jour, le traitement le plus
efficace est un dispositif de pression positive continue nocturne, dont 1’observance a
long terme est limitée. Afin de développer d’autres thérapeutiques, il est nécessaire de
comprendre les mécanismes sous-jacents ainsi que leurs impacts au niveau du systeme
nerveux central (SNC). Dans ce travail de these, nous avons émis I’hypothése que les
déficits cognitifs seraient liés a une altération de la barriere hématoencéphalique
(BHE). Cette barriére est composee d’un endothélium étanche, qui est associé aux
cellules du compartiment cérébral tels que les astrocytes, pour permettre de limiter
I’entrée et/ou de favoriser la sortie de composes cytotoxiques, protégeant ainsi le SNC.
Les cellules endothéliales sont reliées entre elles par des protéines de jonctions telles
que ZO-1 et Claudin-5. Mais elles possédent également un systeme de transports
d’efflux actif, appartenant a la famille des ABC-transporteurs tels que MRP-1, P-gp,
BCRP. L’objectif premier de cette these, fut d’évaluer I’impact individuel de deux
mécanismes sous-jacents du SAOS, c¢’est-a-dire I’hypoxie intermittente chronique par
I’intermédiaire de la voie HIF-1 et I’inflammation persistance de bas grade, via
I’utilisation de cytokines proinflammatoires connues pour leurs implications dans le
SAQS, sur I’intégrit¢ d’un modele de BHE. Enfin nous avons réalisé une approche
translationnelle d’é¢tude du SAOS, grace a I’utilisation de sérums de patients
permettant de déterminer I’effet des sérums de patient sur un modele de BHE in vitro.
L’étanchéité de 1’endothélium est évaluée par des mesures de perméabilité au Sodium
fluorescéine, ainsi que des ELISA sur cellules entiéres d’expression des protéines de
jonctions serrées et des ABC-transporteurs. Enfin une mesure de I’activité de ces
ABC-transporteurs a été realisée. Nous avons observeé une perte d’intégrité de la BHE
suite aux différents stress. Nous montrons que 1’hypoxie intermittente chronique

entraine une possible adaptation cellulaire et que I’inhibition de la voie hypoxique ne
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permet pas d’annuler entiérement les conséquences de I’hypoxie sur I’intégrité de la
BHE. Ainsi d’autres voies que celle d” HIF-1 interviendraient dans ce processus de
perméabilité de la barriere telle que I’inflammation. Enfin notre étude confirme que
les serums de patients atteint d’un SAOS, induisent une augmentation de la
perméabilite de la BHE. Ces diverses observations confirment la complexité du SAOS,
et I’importance de I’étude des mécanismes individuels pour la recherche de nouvelles

thérapeutiques.
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Keywords: Blood-brain barrier model — obstructive sleep apnea syndrome — tight
junction — ABC-transporter

Abstract:

Obstructive sleep apnea syndrome (OSA) is a major public health issue. It’s defined
as repeated upper airway collapse associated with enhanced cerebrovascular risk.
Nowadays, the most effective treatment is a continuous positive airway pressure
device, but long term compliance could be limited. In order to develop alternative
therapies, it appears necessary to better understand the underlying deleterious
mechanisms and their impacts on the central nervous system (CNS). In this thesis we
hypothesize that neurodegenerative consequences of OSA are mainly related to an
alteration of the blood-brain barrier (BBB). This barrier is composed of a tight
endothelium, which is combined with brain compartment cells such as astrocytes, to
limits the entry and/or promotes the exit of cytotoxic compounds, thus protecting the
CNS.

The first objective of this topic was to assess the individual impact of two underlying
mechanisms of OSA, i.e. chronic intermittent hypoxia and persistent low-grade
inflammation on the integrity of an in vitro BBB model. Finally, we have evaluated a
"global” approach to OSA using patient sera to determinate the effect of circulating
biomarkers on an in vitro BBB model.

The tightness of the endothelium is evaluated by Na-FI permeability measurements, as
well as cell-ELISA for tight junction proteins and ABC-transporters expression.
Finally a measurement of ABC-transporters activity was performed.

We demonstrate a loss of BBB integrity due to different stresses. We show that
intermittent hypoxia leads to cellular adaptation and the use of an inhibitor of the main
recognized HIF-1 alpha pathway does not induce a complete reversion on the integrity
of the BBB. Then, other pathways would be involved in BBB alteration, such as
inflammation. Therefore, we show inflammatory stress apply to our in-vitro BBB
model lead a loss of integrity. Finally, we demonstrate that patient’s sera with severe
OSA induce an increase in the permeability of our human BBB model. Those results
confirm the complexity of OSA pathophysiology, and the importance of studying

individual mechanisms for the search of new therapies
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Avant-propos

Le sommeil est un processus actif, qui permet la régulation de nombreuses
fonctions vitales, que ce soit pour renforcer notre systeme immunitaire ou pour
nettoyer le cerveau de ses toxines. On distingue principalement deux types de sommeil,

le sommeil profond, réparateur et le sommeil paradoxal, plus lié aux réves.

Mais imaginez-vous étre cette personne qui se réveille régulierement, qui doit
reprendre sa respiration durant la nuit, comme une sensation d’étouffement répétée.
Cette personne qui entend sans cesse « tu as ronflé cette nuit », cette personne qui se
réveille encore plus fatiguée que la veille, et que cela arrive tous les jours, toutes les
nuits... vous souffrez peut-étre de ce que 1’on appelle le syndrome d’apnée du

sommeil.

Le syndrome d’apnée du sommeil impacte la qualité du sommeil en provoquant
une fragmentation de ce dernier, associée a un manque d’oxygénation nocturne répété,
entrainant alors une fatigue diurne et une augmentation des efforts respiratoires
nocturnes. Le syndrome d’apnée obstructive du sommeil est associé a de nombreux
facteurs de risques cardiovasculaires et cérébrovasculaires, augmentant la comorbidité
associee. Bien qu’encore difficile a diagnostiquer aujourd’hui en épidémiologie, le
syndrome d’apnée du sommeil toucherait un grand nombre d’individus (prés de 1
million de patients traités en France en 2019) avec une prévalence pouvant atteindre
50% dans certaines populations a haut risque. De plus, quand il est diagnostiqué le
traitement le plus efficace est un masque facial permettant de délivrer une pression
positive d’air continue grevant au long court I’observance. C’est pourquoi des
recherches se développent afin d’améliorer les connaissances sur cette pathologie. Il
s’agit d’un désordre respiratoire nocturne complexe, impliquant de nombreux
mécanismes tel que I’hypoxie intermittente chronique, I’inflammation systémique de
bas grade, affectant de nombreux organes comme le ceeur ou les vaisseaux sanguins et
souvent associé a d’autres pathologies telles que 1’obésité, le diabéte. Alors par ou

commencer ?
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Au sein du laboratoire SNA-EPIS, cela fait plus de six ans que nous avons
choisi d’explorer les conséquences cérébrales de ce désordre, et de s’attarder
notamment sur 1’'une des structures protectrices du compartiment cérébral, qu’est
I’interface sang-cerveau, autrement dit 1’unité neurovasculaire ou plus communément
appelée la barriere hématoencéphalique. Cette interface est un lieu d’échanges entre le
flux sanguin et ses composés et le cerveau. C’est un lieu de régulation, avec un
endothélium micro-vasculaire qui limite 1’entrée et/ou favorise la sortie des composés
potentiellement cytotoxiques, ce qui permet de limiter leurs actions délétéres au niveau
des structures cérébrales et donc de limiter le deficit cognitif. Or, chez des personnes
atteintes d’un syndrome d’apnée du sommeil, il est souvent observé a long terme des
déficits neurocognitifs importants. Il apparait donc intéressant et cohérent de se

demander si cette barriére n’est pas altérée au fil du temps dans cette pathologie.

C’est dans le but d’améliorer les connaissances sur 1’origine, la signalisation et

les conséquences cognitives du syndrome d’apnée du sommeil que se place cette thése.

En effet au cours de ces trois années de thése nous nous sommes intéresses a
deux des processus majeurs du syndrome d’apnée du sommeil : 1’hypoxie
intermittente, liée a la désaturation nocturne, et I’inflammation de bas grade, retrouvée
dans cette pathologie. Ce sont ces différents mécanismes que nous allons développer
dans les chapitres suivants, et qui ont fait I’objet de différentes communications écrites

et orales au cours de ces années.
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Chapitre 1: Le syndrome d’apnée

obstructive du sommeil

Le Syndrome d’apnée du sommeil n’est pas une pathologie ancienne, les
symptémes sont banaux avec principalement des ronflements et une fatigabilité
excessive, méme durant la journée. Ces symptomes n’évoquant pas de prime abord un
syndrome de ce type. Le syndrome a émergé il y a déja quelques années et est

aujourd’hui 1un des problémes majeurs en santé publique.

Le syndrome d’apnée du sommeil est une maladie respiratoire, qui peut étre de
type obstructive ou centrale, et qui intervient durant le sommeil. Lorsqu’il est central,
ce syndrome se caractérise par un micro-arrét du flux respiratoire durant la nuit liée a
un déficit de la commande ventilatoire, sans obstruction des voies aériennes. Tandis
que le syndrome d’apnée obstructive du sommeil (SAOS) se définit comme
I’obstruction répétée de voies aériennes supérieures (pharynx) au cours du sommeil.

Ces deux mécanismes conduisent a un arrét temporaire de la respiration (1999).

Dans ce chapitre nous nous intéresserons a 1’émergence au cours des derniers
siecles et des dernieres décennies de cette pathologie. Nous décrirons également les
connaissances actuelles en termes de mécanismes physiopathologiques associés, des

risques encourus et nous évoquerons les thérapeutiques actuelles.
1. Historique

L’apnée du sommeil a été suspecté au cours du XIX*™ siécle mais il ne fait I’objet
de travaux de recherche significatifs que depuis 50 ans (Dempsey et al., 2010). Les
prémices du syndrome d’apnée du sommeil ont été mises en lumiere dans les années
1800 par John Cheyne et Williams Stockes, tous deux ont décrit chez leurs sujets une
respiration qui « cesserait completement pendant un quart de minute » avant de
redevenir perceptible. Et cette respiration anormale a été associée a un déficit de la
commande centrale, elle sera nommée pendant des années respiration de Cheyne-
Stockes. Par la suite Broadbent va décrire des pauses décrites comme obstructives

chez les sujets souffrant d’une respiration de Cheyne-Stockes (Broadbent, 1877). Dans

Page | 31



la deuxiéme partie du XIX®™ siécle, on décrivit le syndrome de Pickwick qui relie
I’obésité avec une somnolence diurne importante. En effet, en 1956, Burwell et al. ont
montré ce type de relation, puis en 1965, Gastaut et al. établissent le lien entre le
syndrome de Pickwick et les apnées répétées au cours du sommeil grace a la
polygraphie du sommeil. Cette méme équipe classifia 3 types d’apnées : ’apnée
obstructive, 1’apnée centrale et I’apnée complexe. C’est seulement en 1976 que
Christian Guillemault propose la terminologie connue aujourd’hui ¢’est-a-dire « le
syndrome d’apnée obstructive du sommeil » et on sait aujourd’hui que ce syndrome

est particuliérement fréquent dans la population générale (Guilleminault et al., 1976).

Année 1900 :
syndrome de
Pickwick

|

Année 1800 1976 : Guillemault

:respiration de propose « le

Cheyne-Stockes syndrome d’apnée du
sommeil »

Figure 1 : Représentation schématique des étapes de la recherche sur le syndrome d’apnée du

sommeil.
2. Définition et prévalence

Le syndrome d’apnée obstructive du sommeil (SAOS) est défini par deux
principales manifestations cliniques, le ronflement nocturne et la somnolence diurne,
en lien avec des troubles de la respiration de type apnée — hypopnée. Le SAOS est
décrit comme un rétrécissement des voies aériennes superieurs (VAS) au cours du
sommeil, lié & une obstruction complete (apnée) ou incompléte (hypopnée), malgré un
effort respiratoire incessant (1999). L’obstruction de ces VAS est due au relachement
des muscles péri-pharyngés et entraine un pattern respiratoire organisé et cyclique avec
une diminution du débit d’air, qui se caractérise par une diminution de la pression
partielle en O et une augmentation de la pression partielle en CO.. La répétition de

ces obstructions provoque des micro-éveils, induisant ce sommeil dit « fragmenté ».

La gravité du SAOS est décrite par le nombre d’apnées-hypopnées par heure de

sommeil représentant I’index d’apnée-hypopnée (AHI). La classification de la sevérité
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se fait comme suit : si I’AHI est inférieur a 5 alors on considére que le sujet ne souffre
pas de SAOS ; si I’AHI se situe entre 5 et 15 alors les sujets souffrent d’un SAOS
léger ; si I’ AHI se situe entre 15 et 30 alors le SAOS est considéré comme modéré et
enfin quand I’ AHI est supérieur a 30, cela indique un SAOS séveére (Berry et al., 2012).
Le gold standard permettant d’évaluer la sévérité¢ d’un syndrome d’apnée obstructive
du sommeil est la polysomnographie ou la polygraphie multicanaux. Pour évaluer cet
index, il est nécessaire de définir ce qu’est un événement respiratoire anormal, ces

événements sont donc décrits comme tel :

+ Une hypopnée est considérée comme la réduction de 30% au minimum du
débit d’air par rapport a celui avant I’événement, que 1’on mesure par
pression nasale. Cette diminution dure minimum 10 secondes et doit étre
associé a une baisse de la saturation artérielle en oxygeéne de 3 % et/ou d’un
micro-éveil.

+ L’apnée est considérée comme la réduction de 90% minimum du méme
ratio que précédemment pendant au moins 10 secondes, accompagnée
d’effort ventilatoire dans le cas d’une obstruction ou sans effort ventilatoire

st I’apnée est centrale

Pour la (Société de Pneumologie de Langue Francaise, 2010), le diagnostic du
SAOS est défini par un nombre d’événements anormaux supérieurs a 5, tandis que
I’ « American Academy of Sleep Medicine » définit le critére de diagnostic a un
nombre d’événements anormaux supérieur a 15. Ce seuil est établi selon des données
épidémiologiques, suggérant des effets de santé au-dela de ce seuil (Young et al.,
19973, 1997b). Plus I’AHI est élevé, plus les manifestations comme la somnolence
diurne, les troubles neurocognitifs, et le développement de complication
cardiovasculaire sont graves et/ou fréquents (Peppard et al., 2000; Young et al., 1993,
1997b).

Cette différence inter-pays rend 1’évaluation comparée de sa prévalence
compliguée. En effet, la prévalence du SAOS est dépendante de la gravité de celui-ci,
de la présence ou non de symptdme ou encore de la population étudiée (Heinzer et al.,
2015; West and Turnbull, 2018; Young et al., 1993). Cependant a I’heure actuelle, les
études menées montrent que la prévalence différe selon le sexe et 1’age, chez un adulte
de 30 a 60 ans elle est de 24% chez I’homme et 9% chez la femme pour un AHI > 5
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aux Etats-Unis (Young et al., 1993). Or sur une population similaire en Europe, la
prévalence chez les adultes de 30 a 70 ans est de 26% des hommes et de 28% des
femmes (Durén et al., 2001). En France peu de données existent et elles sont issues
d’études transversales telles que celles issues de la cohorte PROOF. Cette cohorte
représente un ensemble de sujets, d’dge homogene, dont la prévalence du SAOS est
de 56% a 67 ans pour un AHI > 15 (Assoumou et al., 2012). Néanmoins les biais
d’évaluation de la prévalence sont nombreux de par les différences de caractéristiques
des populations, des méthodes de mesure utilisées, ainsi il resterait 93% de femmes et
82% d’hommes avec un SAOS modéré a sévere qui serait non diagnostiqué (Finkel et
al., 2009; Young et al., 1993).

Dans une revue regroupant des études sur 20 années, la moyenne de la prévalence
d’un syndrome d’apnée obstructive du sommeil avec un AHI > 5 est de 22% pour les
hommes et 14% pour les femmes (Franklin and Lindberg, 2015; Franklin et al., 2013).
La derniére étude récente de grande qualité et utilisant une polysomnographie
ambulatoire (Hypnolaus) a évalué une population agée entre 35 et 75 ans, et la
prévalence retrouvée est de 23.4% des femmes et 49.7% des hommes (Heinzer et al.,
2015).

Il est donc important de retenir que le SAOS est un syndrome avec une forte
prévalence dans la population mondiale, mais que son estimation est difficile et que de

ce fait un certain nombre de patients ne sont pas détectés immediatement.
3. Facteurs de risque

De nombreux facteurs de risques de développement de cette pathologie du
sommeil ont été décrits. Le premier, décrit dés les premiéres découvertes du SAOS
dans les années 1950, est I’obésité mais on décrit également a cette epoque le sexe
masculin. Ces facteurs de risques sont principalement liés a la population étudiée dans
ces années-la. Mais aujourd’hui des études montrent que le SAOS n’est pas rare chez
les femmes et les personnes non obeses, alors qu’il est fréquent chez des personnes
ageées. En effet la prévalence du SAOS augmente avec 1I’age et ceci indépendamment
des autres facteurs évoqués précédemment (Bixler et al., 1998; Duran et al., 2001;
Heinzer et al., 2015). Outre les facteurs sexe, age, obésité, des facteurs génétiques et

anatomiques sont également impliqués dans 1’augmentation du nombre de SAOS. De

Page | 34



plus le SAOS est associé a un risque accru de décés toutes causes confondues et
indépendamment des autres facteurs de risques (Yaggi et al., 2005).

4. Traitement

Le traitement standard du syndrome d’apnée obstructive du sommeil est la pression
positive continue (PPC) nocturne par ’intermédiaire d’un masque facial lié a une
machine de type mini compresseur. Le but étant le maintien des voies aériennes
supérieures ouvertes au cours du sommeil (Giles et al., 2006). Ce traitement est
efficace pour améliorer les symptomes (Gupta et al., 2016; Iftikhar et al., 2017;
Sharples et al., 2016), la qualité de vie (Bucks et al., 2013), la somnolence diurne et
les troubles cognitifs. Cependant 1’efficacité sur la morbidité cardiovasculaire ne
semble pas étre améliorée par la PPC (Yu et al., 2017). Qui plus est I’un des facteurs
de réussite du traitement est la durée de celui-ci, ou I’observance, c’est-a-dire le
nombre d’individus maintenant le traitement dans la durée, or celui-ci reste
relativement faible. C’est d’ailleurs I’un des problémes majeurs dans la prise en charge
de cette pathologie (Sawyer et al., 2011). A I’heure actuelle d’autres traitements
existent comme la perte de poids, 1’arrét de la consommation d’alcool ou de drogue,
qui sont recommandés chez les personnes concernés, mais également des traitements

chirurgicaux tels que les dispositifs d’avancement ou de propulsion mandibulaire.

Malgré le nombre d’alternatives possibles en termes de traitement, le plus efficace
reste le traitement par PPC, or celui-ci est soumis au probleme de la baisse
d’observance lorsque son utilisation est chronique, ¢’est pourquoi il est nécessaire
d’améliorer les connaissances sur les risques physiopathologiques associés, afin de
mettre en place de nouvelles thérapeutiques toutes aussi efficaces mais mieux

supportées par les patients.
5. Mécanismes physiologiques associés

Parmi les conséquences de I’apnée, qui sont multiples, il y a celles qui vont étre en
lien dit « direct » avec I’obstruction des voies aériennes durant le sommeil. Ce sont les
micros-éveils et I’hypoxie intermittente chronique, qui sont associés a la chute de la
saturation en oxygene et qui vont perturber les réponses hémodynamiques et les

structures anatomiques (Somers et al., 1993). D’autres conséquences sont en lien dit
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« indirectes », ce sont celles qui sont induites aprés un certain temps de latence par les
mécanismes directs et qui vont persister durant la veille comme par exemple les

processus inflammatoires.

Les micros-éveils, amenant a la fragmentation du sommeil, sont définis comme
un allégement du sommeil voire un éveil, nécessaire pour reprendre la respiration. En
effet dans le cadre du SAQS, le sommeil est désorganisé avec une alternance de
quelques dizaines de secondes de sommeil et de quelques secondes d’éveil. Cette
fragmentation peut engendrer des conséquences systémiques telles qu'une somnolence
diurne excessive, qui se manifeste par des endormissements dans des situations dites
passives et monotones, entrainant par exemple des accidents de la route. Mais la
perturbation du cycle circadien peut également entrainer une réponse inflammatoire
chez ces patients, et c’est cette part inflammatoire qui nous intéressera particulierement

(Irwin, 2002; Mullington et al., 2010).

Cependant la conséquence principale du SAOS reste néanmoins, pour de
nombreux auteurs, I’hypoxie intermittente (HI), qui résulte de la répétition des cycles
hypoxie — ré-oxygénation (Lévy et al., 2015). Ces cycles sont impliqués probablement
dans la genése des maladies cardiovasculaires, métaboliques, et cérébrovasculaires
(Somers et al., 2008), par I’intermédiaire de mécanismes allant du stress oxydant a
I’inflammation systémique, pouvant engendrer des dysfonctionnements métaboliques
et endothéliales (Lévy et al., 2015; Somers et al., 2008). Le SAOS est connu pour étre
lié a une altération du fonctionnement cérébral avec des troubles cognitifs associés tels
qu’une modification des capacités de vigilances ou d’attention. Il a également ¢été
observé des modifications de la mémoire visuelle et/ou verbale, et des fonctions
exécutives (Bucks et al., 2013), bien que les compétences linguistiques et expressives
soient préservées (Bucks et al., 2017). Néanmoins, des études montrent que la sévérité
de I’hypoxémie est associée a une détérioration globale (Aloia et al., 2004), tandis que
I’attention et la vigilance seraient liées a la fragmentation du sommeil (Bucks et al.,
2013). Ces altérations résulteraient principalement de conséquences liées aux
collapsus pharyngés, c’est-a-dire 1’obstruction, et donc a une hypoxie suivie d’une
réoxygénation. Mais elles seraient également en lien avec la diminution du débit
sanguin céréebral et la fragmentation du sommeil (Rosenzweig et al., 2015). Ces

événements délétéres tels que la chronicité de I’hypoxie intermittente pourraient
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entrainer une altération structurelle de diverses régions cérébrales, notamment une
modification de la substance grise cérébrale et I’hypertrophie de certaines régions
telles que les régions préfrontale, I’hippocampe et cérébelleuse (Goldbart et al., 2003;
Rosenzweig et al., 2015). Mais une hypothése plus récente fait 1’objet d’études au sein
du Laboratoire. Cette hypothése consiste a corréler les modifications cognitives avec
I’altération d’une structure spécifique du cerveau: la barriére hémato-encéphalique,
avec des possibles modifications synaptiques, ce qui a fait I’objet d’une revue

d’hypothése par Lim and Pack en 2014 (Lim and Pack, 2014).

5.1 U'hypoxie et I’hypoxie intermittente chronique

Comme décrit précédemment le SAOS peut induire une hypoxie intermittente
sévere au cours du sommeil, et les données cliniques suggérent un lien entre ces
épisodes respiratoires répétées et la morbidité neurocognitive ces derniéres années
(Zhang et al., 2012), avec des mécanismes d’adaptation et d’induction de 1ésions
cerébrales. De maniére générale, I’hypoxie est un stimulus qui peut modifier
I’homéostasie cellulaire cérébrale (Keller, 2013), elle impacte également le
développement et contribue a la progression de nombreuses pathologies comme le
SAOS (Ogunshola and Al-Ahmad, 2012).

En effet, le systeme nerveux central (SNC) est un trés grand consommateur
d’oxygéne, et avec une consommation au repos de 20% de ’oxygeéne du débit
cardiaque, cela fait de I’oxygéne, la principale source d’énergie cérébrale (Ogunshola
and Al-Ahmad, 2012). De ce fait, toute modification du taux d’oxygeéne entraine
d’importantes modifications de I’homéostasie du SNC et par conséquent implique des
possibles consequences sur le cerveau. La survie tissulaire va dépendre de la capacité
des cellules, qui composent les différents tissus et/ou organes, a adapter leurs
meétabolismes. En effet, au cours de I’hypoxie, les cellules vont devoir passer d’un
métabolisme aérobie a un métabolisme anaérobie. Or les voies de signalisations
impliquées dans le métabolisme a I’oxygene sont nombreuses. Cependant la voie la
plus décrite et qui est a I’heure d’aujourd’hui considérée comme la principale voie liée
a I’hypoxie, implique la libération d’un facteur de transcription: HIF (hypoxia
inductible factor) (Engelhardt et al., 2014; Fandrey and Gassmann, 2009). HIF est une

famille de médiateurs hypoxiques dont le plus largement décrit, de par son réle majeur
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dans I’induction et la régulation de I’hypoxie est HIF-1 (Ogunshola and Al-Ahmad,
2012).

HIF-1 est un facteur transcriptionnel a 2 sous-unités: la sous unité o (HIF-1a.:
120kDa), qui est sensible a ’oxygeéne de par la présence de son domaine ODD
(Oxygen Dependant Degradation) et la sous-unité 3, autrement connu sous le nom de
I’ARNT (Aryl Hydrocarbon Nuclease Translocator), qui n’est pas sensible a
I’oxygene. HIF-1a est localisé dans le cytosol, tandis que la sous-unité B se retrouve
dans le noyau, toutes deux exprimées de maniére constitutives (Semenza, 2002). Les
génes cibles de cette voie hypoxique sont multiples, avec une implication sur la
glycolyse via le transporteur du glucose GLUT-1, de I’angiogenése avec le facteur
de croissance Vascular Endothelial Growth Factor ou VEGF mais également des
réponses tissulaires trés variées comme implication de la carbonic anhydrase 9 et la
regulation du pH (Hofer et al., 2002; Maxwell and Ratcliffe, 2002).

Dans le cas de la NORMOXIE, le médiateur HIF-1a est situé dans le cytosol et
va étre dégradeé par une enzyme : la ProlylHydroxylase Domains (PHDs) (Berra et al.,
2003; Jaakkola et al., 2001). La PHD utilise I’oxygene comme substrat, et comme son
nom l’indique la PHD va venir hydrolyser les résidus proline situés au niveau du
domaine ODD de la sous unité a de HIF-1. Cela va permettre le recrutement de la
protéine de suppression de tumeur de Van Hippel Lindau (VHL) (Maxwell et al.,
1999), et de poly-ubiquitiner la sous-unité o afin qu’elle puisse étre pris en charge par
le protéasome et dégradée par la ligase E3 (Kallio et al., 1999; Ogunshola and Al-
Ahmad, 2012). La demi-vie de HIF-1a est inférieure a 5 minutes en normoxie (Salceda
and Caro, 1997).

Lorsque les cellules cérébrales détectent une diminution de la pression partielle,
c’est-a-dire une HYPOXIE, I’enzyme PHD est inhibée (Engelhardt et al., 2014), la
phosphorylation du résidu proline de HIF-1a ne peut plus se faire et la sous-unité HIF-
la échappe alors a la dégradation par le complexe VHL-E3 ubiquitine-ligase
protéasome. La sous-unité HIF-1a est alors libre dans le cytoplasme, elle va pouvoir
étre translogquée dans le noyau grace a une protéine chaperonne Hsp90 (Minet et al.,

1999). Le noyau etant le lieu de localisation de HIF-1p. Lorsque la sous unité HIF-
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la et HIF-1p se retrouvent dans le noyau, un hétérodimére va se former, créant ainsi
un complexe protéique fonctionnel qui se fixe sur les promoteurs des genes cibles.
Cette liaison se fait entre le complexe protéique et la séquence consensus 5°-
(A/G)CGTG-3" du geéne cible, une HRE (hypoxia response element) (Wang and
Semenza, 1993; Xia and Kung, 2009).

Oxygéne Hypoxie

INHIBITION de la PHD

PHD

Adroxylation des prolines
HIF-1a

/

Reconnaissance
par VHL

\
Ubiquitination et
formation du complexe
avec E3 ligase

(e)
HIF-1a-/  HIF-1p

Dégradation
pakle
protéastme

Complexe HIF-1a./ B

\

HRE

Dégradation
parle
protéasome

Activation géenes
cibles

Voie Normoxique Voie Hypoxique

Figure 2 : lllustration schématique de la voie HIF-1 que ce soit en normoxie ou en hypoxie. En
condition normoxie, grace a la détection d’oxygeéne I’enzyme PHD va venir hydroxyler la sous-unité a,
ce qui va conduire a la formation d’un complexe HIF-1a-VHL-E3 qui sera dégradé par le protéasome.
En absence d’oxygéne (hypoxie) la PHD ne joue plus son réle il y a donc pénétration de la sous-unité
o dans le noyau, ou elle formera un complexe avec HIF-1B. Ce complexe va activer des éléments de

réponses HRE qui vont alors activer les génes cibles.

Cette voie HIF-1 est la principale voie activée lorsque les chémorécepteurs
détectent une diminution de la pression partielle en oxygene. Ainsi en activant cette
voie hypoxique, le systéme déclenche 1’activation d’autres voies de signalisations, qui
joueront elles aussi un réle dans les déséquilibres cérébraux et cardiaques observés
chez des sujets souffrant d’'un SAOS. L’ une des voies activées par ’intermédiaire de

la voie hypoxique est la voie inflammatoire.
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5.2 L'inflammation

L’inflammation est une réponse protectrice locale des suites d’une Iésion ou d’une
invasion par un pathogéne étranger. Dans sa revue, Tracey (Tracey, 2002) montre une
régulation réflexe de la réponse inflammatoire, ¢’est-a-dire une réponse en temps réel,
similaire a la régulation reflexe qui contréle les fonctions vitales. Le SAQOS est
caractérise par une hypoxie intermittente chronique avec des efforts respiratoires ainsi
qu’une altération de 1’architecture du sommeil, entrainant une dysautonomie qui
pourrait influencer la progression d’un état inflammatoire chronique, de faible
intensité mais persistant chez des patients SAOS (Kheirandish-Gozal and Gozal,
2019). Avec une hétérogénéité des biomarqueurs impliqués liée a I’environnement et
a I’influence génétique. Ainsi, I’augmentation des marqueurs inflammatoires sanguins
représente une morbidité silencieuse (Kheirandish-Gozal et al., 2019; Nadeem et al.,
2013). 1l a été montré une association positive entre une hypoxie intermittente
chronique et la libération de facteurs inflammatoires tels que les protéines C-réactives
de haute sensibilitt (CRP) ou encore les cytokines proinflammatoires tels que
I’interleukine -6 -8 et le Tumor necrosis factor (TNF-a) (Ohga et al., 2003; Tam et al.,
2007). Mais cette association avec les médiateurs de I’inflammation se retrouve
également lors d’une dette de sommeil aigue ou chronique (Meier-Ewert et al., 2004).
De plus le prélevement de cellules monocytaires de patients atteints d’un SAOS, ont
montré une capacité de production de CRP et d’interleukine-6 (IL-6) plus importante
(Yokoe et al., 2003) et des études tendent a montrer que la sévérité du SAOS est
proportionnelle aux taux sérique de CRP, indépendamment du surpoids (Punjabi and
Beamer, 2007; Shamsuzzaman et al., 2002). A noter également que les possibles
Iésions cérébrales associées aux collapsus des voies aériennes supérieures sont
promues par ’hypoxie intermittente, et conduiraient a une inflammation tissulaire
associée aux mouvements d’eau (Tauman et al., 2004). Cependant I’influence
cytokinique propre au SAQOS reste controversée et certaines études envisagent que la
libération des médiateurs inflammatoires soit associée aux pathologies liées telles que
les infarctus, ou encore le diabéte et non au SAOS lui-méme. C’est cette inflammation
due aux pathologies associées qui impliquerait une mortalité augmentée dans le SAOS,

indépendante de la sévérité de ce dernier.
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De maniére générale lors d’une réponse inflammatoire, les premiers médiateurs
inflammatoires secrétés sont les médiateurs proinflammatoires dont fait partie le TNF-
a et ’interleukine-6. Tous deux ont été largement décrits comme impliqués dans le
SAOS (Nadeem et al., 2013).

5.2.1 Tumor Necrosis Factor (TNF-a)

Le TNF-a est une cytokine proinflammatoire de la phase systémique de
I’inflammation : c’est I’une des plus puissantes et des plus décrites. Elle appartient a
la superfamille des ligands du TNF-a, avec une implication dans la promotion de la
signalisation inflammatoire (Shen and Pervaiz, 2006; Wallach et al., 1999).
Initialement découvert pour ses effets sur la viabilité tumorale in vivo (Carswell et al.,
1975), on lui donne alors le nom de « facteur nécrotique de tumeur ». Par la suite, il
fut décrit dans d’autres systémes cellulaires et moléculaires. Le TNF-o est exprimé de
maniere constitutive dans 1’organisme, sous sa forme transmembranaire (tTNF-a :
26kDa). Sous cette forme, il est inactif. Afin d’étre activé, son domaine extracellulaire
doit étre clivé donnant ainsi la forme soluble (STNF-a : 17kDa) (Black et al., 1997).
La formation de la forme active va étre régulée par I’enzyme de conversion du TNF-a
(TACE). La TACE est une métalloprotéinase de la matrice, ce qui facilite le clivage
du tTNF-a. Une fois clivée, la forme soluble est libre de circuler et d’avoir une action
autocrine ou paracrine. Le réle du TNF-a est varié. Il joue un rdle dans la prolifération
cellulaire et la différenciation cellulaire ou encore dans la transcription génétique
(Grilli et al., 1993; Murphy et al., 1988). Le TNF-a est capable de sélectionner son
action : son action pléiotropique est médiée par 2 récepteurs, de type 1 (TNFRL1) et de
type 2 (TNFR2). Leur expression, leur structure, et la voie de signalisation en aval sont
différentes, bien qu’il y ait quelques similitudes dans les mécanismes déclenchés
(Aggarwal, 2003, 2003), ce qui permet a chacun d’activer ses propres réactions (Hsu
etal., 1995, 1996).

Le récepteur TNFR1 est exprimé dans différents types cellulaires. Il est activé
par sa liaison avec le TNF-a soluble, méme s’il n’est pas incompatible avec la forme
transmembranaire. De maniére générale le TNFR1 se lie a plus de protéines grace a
son domaine intracellulaire et permet d’activer un plus grand choix de voies de
signalisations par rapport au TNFR2. Quand TNFR1 se lie au STNF-a, un ensemble

de réactions complexes se produisent menant entre autres a I’activation de la voie
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NFkB, induisant la prolifération cellulaire, la production d’autres cytokines ou encore
en déclenchant des voies de signalisations dites “pro-survie”, comme par exemple la
voie JNK, ou des voies d’apoptoses dépendantes de caspases, telles que la caspase 8
(Tobiume et al., 2001).

Le récepteur TNFR2 est quant a lui limité & une localisation endothéliale,
neurale, hématopoiétique et au niveau de certaines cellules immunitaires. Il partage
certaines réponses de type pro-survie et inflammatoire avec le TNFR1 mais sa voie de
signalisation passe par le recrutement de protéines qui activeront le NFkB (Rothe et
al., 1995). Le récepteur TNFR2 ne peut pas induire d’apoptose car il ne posseéde pas
de caspase, et la plupart du temps, son activation est considérée comme favorable a la
survie cellulaire. Contrairement a son homologue, le TNFR2 se lie préférentiellement
avec la forme transmembranaire du TNF-a, ce qui a un impact biologique plus faible
(Grell et al., 1995). Sa principale contribution serait plutot d’étre un intermédiaire de

ligand pour le TNFRL1.

Le r6le du TNF-a peut-étre double, avec une influence protectrice ou néfaste,
la localisation et I’expression des récepteurs, associees a un état d’activation cellulaire
peut avoir un role cumulatif (Akassoglou et al., 2003; Dopp et al., 1997; Fontaine et
al., 2002). Les voies Nuclear Factor k B (NFkB), et c-Jun N-terminal Kinase (JNK) ne
seraient qu’une partie des voies activées par le TNF-o, influencant les processus
physiologiques clés tels que I’inflammation, la prolifération, I’apoptose ou la nécrose

cellulaire (Eissner et al., 2004; Ware, 2005).
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TNF-alpha

Figure 3 : représentation de la structure du TNF-a et des ces 2 principaux récepteurs le TNFR1
et TNFR2 d’aprés Maiorov et al. (Guven-Maiorov et al., 2014)

5.2.2 U'interleukine -6

L’interleukine 6 (IL-6) est une glycoprotéine de la famille des gp130 (20-30
kDa), elle a un effet pléiotrope et joue un role de défense de 1’hote (Akira et al., 1993).
Initialement découverte dans les lymphocytes notamment dans la différenciation des
cellules B naives en anticorps (Hirano et al., 1985). On sait maintenant que sa
production peut se faire par de nombreux types cellulaires tels que les monocytes, les
ostéoblastes, les lymphocytes T et B et les cellules endothéliales (Akira et al., 1993),
jouant ainsi un réle important dans de nombreux systémes que ce soit nerveux,

cardiovasculaires ou endocriniens.

Afin de jouer pleinement son rdle, 1’IL-6 doit se lier a son récepteur (IL-6R),
que I’on trouve sous deux formes : transmembranaire (tIL-6R : 80kDa) et soluble (sIL-
6R) (Kishimoto et al., 1992). C’est seulement suite a la formation d’un complexe IL-
6 / tIL-6R / SIL-6R, que la cytokine va pouvoir s’associer a la glycoprotéine 130
(gp130) (Kishimoto et al., 1992). Une fois lié entre eux, ils forment une structure
hexamerique (Boulanger et al., 2003), qui va permettre la transduction du signal et
I’activation des voies de signalisations (Heinrich et al., 2003). La présence de la forme
soluble de I’'TL-6R est une caractéristique unique dans la famille des gp130. En effet
I’IL-6R soluble pourrait induire une signalisation chez les cellules porteuses de gp130.
Et il semble y avoir un effet agoniste aux cellules porteuses de IL-6R

transmembranaires permettant une signalisation de la protéine gp130 (Jones et al.,
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2011; Rose-John et al., 2006). La voie principale induite par 1’IL-6 serait la voie
JAK/STAT (Janus Kinase / Signal transduction and activator of transcription), une
liaison permettant d’activer les tyrosines kinases en induisant la phosphorylation de la
queue cytoplasmique de la protéine gp130. Ce mécanisme permet de découvrir des
points d’ancrage pour STAT. Cette interaction est le signal d’autorisation de la
dimérisation et ainsi de sa translocation dans le noyau ou ils régulent les génes cibles
(Darnell et al., 1994). L’IL-6 peut également activer d’autres voies de types MAPK
(Mitogen-activated Protein Kinase), Pi3/Akt, NFkB (Heinrich et al., 2003).

Figure 4 : Représentation de la structure du complexe IL-6 / IL-6R / gp130, nécessaire a la
transduction du signal d’aprés Abeywardena et al. (Abeywardena et al., 2009)

5.2.3 lU'interleukine -17

Le TNF-a, et I’'IL-6 ont un rdle reconnu dans la réponse inflammatoire. Cependant
dans leurs travaux Jin Ye et al. expliquent que la régulation de I’inflammation
chronique dans le SAOS se fait par I’intermédiaire de lymphocyte T, tel que le LTh17
qui est responsable de la secrétion de I’IL-17 et de I’IL-6 (Ye et al., 2012). De plus,
des études portant sur I’inflammation chez des patients atteints d’'un SAOS de forme

pédiatrique réveéle des taux anormaux de 1’interleukine-17 (Huang et al., 2016). C’est
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ce qui nous a amené a nous intéresser a cette cytokine en plus de celles habituellement
étudiées dans le cadre du SAOS.

L’IL-17 est une cytokine proinflammatoire, libérée par les lymphocytes T
« Helper » 17, LTh17. Les LTh jouent un réle critique dans I’initiation et la régulation
de la réponse immunitaire via la sécrétion de cytokines spécifiques. Le recrutement
des LTh17 se fait lors d’une réaction a des pathogénes extracellulaires, des
champignons, ... . Le LTh17 répond en produisant de I’interleukine 17, entrainant
alors une réponse protectrice rapide (Park et al., 2005). Les LTh17 sont principalement
une population proinflammatoire et la sur-activation de cette population est liee a des
processus physiopathologiques auto-immuns (Maddur et al., 2012; Miossec et al.,
2009). Chez I’homme, la combinaison de I’IL-6 et I’IL-1p (Acosta-Rodriguez et al.,
2007) ou encore de I’IL-6 et I’1L-23 (Wilson et al., 2007) peut entrainer la production
d’IL-17 par le LTh17.

L’IL-17 appartient & la famille des interleukines 17. Cette famille posséde 6
membres de I’'IL-17A a I’IL-17F. L’IL-17A est plus connue sous le nom de I’IL-17,
elle est similaire génétiquement a I’IL-17F. IL-17 A et F possedent donc des
similitudes dans leurs fonctions biologiques mais avec une prédominance d’activité de
I’TL-17A. Elle agit grace a 2 récepteurs, I’'TL-17RA et I'TL-17RC (Noack and Miossec,
2014). Ces deux récepteurs ont une distribution ubiquitaire, ce qui permet a I’'TL-17A
d’avoir une grande variété de cellules cibles telles que les cellules endothéliales.
L’IL17 joue un role important dans I’immunité mais un exces de production d’IL-17
est associé a la progression de maladie auto-immune et le maintien de I’inflammation
chronique (Miossec and Kaolls, 2012). L’interleukine 17 joue un rdle d’intermédiaire
dans la communication entre les cellules immunitaires et les tissus, ¢’est donc un
médiateur de I’inflammation qui entraine notamment la production de chimiokines et
cytokines proinflammatoires par diverses cellules (cellules endothéliales, cellules
dendritiques, ...). Ceci favorise le maintien de I’inflammation. L’IL-17 joue donc un
role majeur dans le maintien et la chronicité de I’inflammation (Benedetti and Miossec,
2014; Fossiez et al., 1996; Miossec et al., 2009).

6. Etudes cliniques associées: cohorte PROOF
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Nous venons de voir que le SAOS entraine I’activation de nombreuses voies
de signalisations cellulaires, chacune libérant des marqueurs qui lui sont spécifiques.
L’ensemble des marqueurs sécrétés au cours de ces diverses activations vont se
retrouver libérés dans la circulation sanguine. Ceci permet de faire I’hypothése que les
patients atteints d’'un SAOS aient une « composition » en biomarqueurs aux niveaux

sériques, qui leur est spécifique.

Ces divergences sériques qualitatives et quantitatives en biomarqueurs ont en
effet été démontrées dans la littérature, que ce soit en termes de présence de médiateurs
inflammatoires, mais également d’autres molécules connues pour étre libérées dans

les pathologies associées au SAOS (Jullian-Desayes et al., 2016).

C’est dans ce cadre qu’a été constituée a Saint-Etienne en 2001, une cohorte,
la cohorte PROOF, qui regroupe des sujets en bonne santé, ages de plus de 65 ans, et
soucieux de contribuer a la recherche biomédicale. Cette population a bénéficié d’un
certain nombre de tests paracliniques, allant de la polygraphie jusqu’au prélevement
biologique en passant par 1’imagerie a résonnance magnétique (IRM) cérébrale. Toutes
les méthodes et le suivi de cette étude ont été décrits dans des publications du
laboratoire (Barthélémy et al., 2007; Sforza et al., 2010). Grace a ces évaluations,
répétées, nous avons pu sélectionner des patients ayant un syndrome d’apnée obstructif
du sommeil sévére, c’est-a-dire avec un AHI > 30 mais également des sujets dits
« contréles », qui n’ont pas de syndrome d’apnée du sommeil obstructif, avec un AHI
< 5. De plus, ces patients ne présentaient pas d’autres troubles neurologiques,
cardiovasculaires ou métaboliques connues. Ces prélévements biologiques nous ont
permis de réaliser I’'une de nos études, qui porte sur I’influence des biomarqueurs
sériques sur un modeéle de barriere hémato-encéphalique, structure connue pour son

role protecteur du systéme nerveux central, décrite dans le chapitre 2.

Le syndrome d’apnée obstructive du sommeil devient aujourd’hui, un probleme de
santé majeur. Ces comorbidités cardiovasculaires et cérébrovasculaires ont étés
largement décrites, mais on peine aujourd’hui a comprendre les mécanismes sous-

jacents impliqués dans les risques observés. Des hypotheses émergent sur les
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mécanismes cellulaires et moléculaires délétéres associés a ce SAOS, pouvant passer

par la voie HIF-1 ou encore les voies inflammatoires.

Les symptdmes du SAOS, associés aux lésions cérébrales semblent étre en cause
dans ’augmentation de la morbidité et de la mortalité liées au SAOS, mais également
dans la diminution de la qualité de vie de ces patients. Cependant, les processus
physiologiques en lien avec les dommages cérébraux sont encore peu clairs. L’une des
hypotheses émises récemment pour expliquer les déficits cognitifs serait une altération
fonctionnelle de la barriere hématoencéphalique (BHE). Cette altération serait
provoquée par la libération de composés neurotoxiques dans la circulation sanguine,
consecutive a des expositions a des hypoxies intermittentes répétées (Lim and Pack,
2014). Les modifications de la fonction de la barriere hématoencéphalique pourraient
induire ou au moins exacerber les Iésions cérébrales associées au SAOS. Dans ce sens
Palomares et al. ont montré une diminution des échanges en eau a travers la BHE chez
les patients SAOS compareés aux sujets contrdles, avec une diminution du coefficient :
Kw suggérant une modification de la fonction de la BHE. Le Kw refléte en effet les
échanges d’eau a travers la BHE, en prenant en compte la surface de perméabilité a
I’eau et le volume de distribution dans le capillaire (Palomares et al., 2015). D’autres
études évoquent une modification des volumes de certaines régions cérébrales,
associant les modifications volumétriques a la dérégulation de la BHE (Kheirandish-
Gozal et al., 2018; Macey et al., 2018).

Ainsi, un faisceau de preuves émerge sur I’importance de la barriére
hématoencéphalique comme explication des déficits neurologiques observés dans le
SAOS. C’est pourquoi dans le chapitre suivant, nous nous intéresserons a la structure
anatomique et fonctionnelle de cette barriere, mais également a la nécessité de créer
des modeéles cellulaires in vitro afin de mieux comprendre les conséquences des
mécanismes impliqués dans de nombreuses pathologies. Ces modeles sont des
modeles simplistes et reproductibles, qui vont permettre I’amélioration des

connaissances de cette BHE et de ses modifications.
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Chapitre 2 : L'unité neurovasculaire (ou

NVU)

L’unité neurovasculaire est une structure cérébrale majeure. En effet, le
cerveau représente le centre de contrdle du corps humain, il forme avec la corde
spinale, le systéme nerveux central (SNC). Le SNC est responsable de ’intégralité des
fonctions du corps, notamment des régulations vegeétatives, motrices et sensorielles,
des adaptations nécessaires a 1’activité tissulaire, ... (Abbott and Friedman, 2012).
C’est aussi le systeme le plus sensible de notre organisme. Le fonctionnement du SNC
est intrinsequement lié au contr6le du milieu extracellulaire cérébral, dont les
demandes métaboliques sont nombreuses. En effet, le SNC consomme a lui seul 20%
de I’oxygéne circulant. Pour subvenir a ses besoins, on retrouve entre le SNC et la
circulation sanguine des interfaces qui possedent des mécanismes de transport. Pour
maintenir 1’homéostasie cérébrale, le SNC sélectionne les nutriments importants et
restreint le passage des déchets et composés étrangers, qui sont potentiellement
neurotoxiques, qui s’introduisent dans le systéme suite aux réactions métaboliques
(Ronaldson and Davis, 2015). Pour travailler efficacement, il est nécessaire que le
SNC soit stable et régulé, et pour cela, il fait intervenir des structures spécifiques : les

barrieres biologiques.

Au niveau du cerveau et de la corde spinale ont été découvertes 3 barriéres (Choi

and Kim, 2008), importantes pour la régulation des échanges :

+ L’épithélium du plexus choroide, qui sépare le compartiment sanguin et le
liquide céphalorachidien au niveau de ce plexus, que 1’on nomme Barriére
hémato-liquidienne.

+ L’épithélium, qui sépare le liquide céphalorachidien et le parenchyme nerveux
au niveau de la pie mére, que 1I’on nomme Barriere liquido-tissulaire. Cette
barriére est perméable mais non sélective.

+ L’endothélium des micro-vaisseaux, qui sépare le compartiment sanguin et le
cerveau au niveau des micro-vaisseaux cérébraux, que 1’on nomme Barriere
hémato-encéphalique. C’est une barriére perméable, grace a des systémes de
transports spécifiques.
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Chacune de ces 3 barriéres exprime des jonctions serrées, ce qui lui permet de
réduire significativement le passage des ions, et des petites molécules a travers

I’espace intercellulaire.

Dans ce contexte, ¢’est I’endothélium des capillaires cérébraux, qui permet le trafic
le plus dynamique et le plus sélectif des composes (Kimelberg, 2004). De plus, on
trouve au niveau de cette endothélium une diversité importante de transporteurs,
impliqués dans 1’influx des nutriments, vitamines,... et I’efflux des déchets,
xénobiotiques,... qui se retrouvent a proximité de cette barriere hémato-encéphalique
(BHE). Ces influx et/ou efflux se font notamment grace a un systeme de vésicules de
transcytose (Candela et al., 2010; Cecchelli et al., 2007; Tucker et al., 2012), via des
systémes enzymatiques, mais également grace aux propriétés paracellulaires de la
BHE (Dutheil et al., 2008).

La barriere hématoencéphalique est présente dans toutes les régions du cerveau, a
I’exception des organes circumventriculaires (Ballabh et al., 2004). Elle est estimée a
une surface totale de 21.6m2 pour un cerveau humain de 1200g, elle représente la
structure principale de protection du SNC (Pardridge, 2003). Les propriétés de
I’endothélium de la BHE sont les premieres impliquées dans la régulation
« restrictive » de 1’unité neurovasculaire, mais elles sont sous le controle des autres
membres « cellulaires » de cette unité, tels que les péricytes et les astrocytes, qui jouent
leurs rbles dans I’induction, le maintien et la régulation de la barriére. Dans les
paragraphes suivants, nous décrirons cette unité neurovasculaire, sa structure, ses
mécanismes de restrictions et les interactions intercellulaires de cette unité

multicellulaire.
1. Historique

Historiquement c’est en 1885, que Paul Ehrlich découvre qu’en injectant un
colorant hydrosoluble dans le systeme circulatoire, celui-ci colorait tous les organes a
I’exception du cerveau et de la corde spinale (Ehrlich, 1885). Il attribua ses
observations a une faible affinité du tissu nerveux pour le colorant. Goldmann
poursuivit les travaux en injectant du bleu Trypan directement dans le liquide

cérébrospinal, montrant alors que les cellules du cerveau étaient colorées alors que les
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cellules périphériques ne 1’¢taient pas. Le colorant n’ayant pas pu pénétrer vers la
périphérie. Leurs démonstrations suggéraient alors I’existence d’une structure limitant

le passage du colorant entre la périphérie et le SNC (Goldmann, 1913).

En 1967, I’équipe de Reese, confirma les résultats obtenus par microscopie
¢lectronique, et décrivit la présence d’une barriere cellulaire, composée de cellules
endothéliales cérébrales qui tapissent le systeme vasculaire (Reese and Karnovsky,
1967). Le premier a utiliser le terme de barriere hémato-encéphalique fut
Lewandowsky dans les années 1900 (Hawkins and Davis, 2005; Lewandowski, 1900).
Cette dénomination était a I’origine limitée aux cellules endothéliales cérébrales, mais
actuellement le terme de BHE définit une unité multicellulaire : les unités

neurovasculaires multicellulaires (NVU) (Ogunshola, 2011).

Aujourd’hui la BHE est une unit¢ multicellulaires, composée de cellules
endothéliales, d’astrocytes, de péricytes, de cellules de la microglie et des neurones
(Wilhelm et al., 2011). Le support anatomique de la BHE est le systéme de capillaires
cérébraux, ces capillaires sont composés d’une monocouche de cellules endothéliales
qui reposent sur une membrane basale, ou les péricytes s’enchevétrent. Une enveloppe
de pieds astrocytaires les entourent, mettant en évidence un chevauchement étroit entre
les péricytes et les astrocytes autour de ces capillaires cérébraux (Mathiisen et al.,
2010). Ces astrocytes sont également étroitement liés aux neurones et a la microglie
(Hawkins and Davis, 2005).

Levandowski utilise le

1913 : Goldman, terme de barriéere
colorant traverse hématoencéphalique
pas en périphérie de cellule endothéliale - -
| Structure l Aujourd’hui :
| séparant | Unité
| périphérie | neurovasculaire
I ] ] du SNC | multicellulaire
1885 : Ehrlich Faible

1967 Reese : décrit
une barriére de
cellules endothéliales

affinité du tissu
nerveux pour les
colorants

Figure 5 : Représentation schématique des étapes de la recherche ayant menées a la structuration

sous forme d’unité neurovasculaire
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2. L’Endothélium cérébral microvasculaire

La base anatomique de la BHE est donc le capillaire cérébral, composé des
cellules endothéliales micro-vasculaires cérébrales. Ces cellules possédent des
caractéristiques qui les différencient des autres endothéliums périphériques, telles que
I’absence de fenestration (Ballabh et al., 2004). Ces cellules sont polarisées et
connectées entre elles par un systeme de jonctions intercellulaires spécifiques, ce qui
permet de limiter les mouvements moléculaires et ioniques entre les cellules, ¢’est-a-
dire les mouvements paracellulaires (Daneman, 2012). De plus, ces cellules sont riches
en mitochondries, le nombre important de mitochondries étant lié aux besoins
énergétiques plus intense au niveau des cellules endothéliales cérébrales,
principalement pour maintenir les caractéristiques structurales et les activités
métaboliques, telles que le transport des nutriments (Persidsky et al., 2006). Enfin, la
faible quantité en vésicules d’endocytose et de pinocytose (Sedlakova et al., 1999),
c’est-a-dire des vésicules d’invagination de la membrane cellulaire qui permet le
transport de substances, confirme la propriété de restriction des échanges entre la

circulation sanguine et le compartiment cerébral.

Cependant ces caractéristiques spécifiques aux capillaires cérébraux sont
déterminées par 1I’environnement cellulaire et moléculaire tel que les péricytes et les
astrocytes, qui jouent un réle essentiel dans les communications intercellulaires dans
I’UNV.
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Figure 6 : Structure de I’unité neurovasculaire multicellulaires d'apres Parashar et al (Parashar et

al., 2012). On observe les cellules endothéliales formant le capillaire, étroitement liées aux péricytes,

astrocytes et autres cellules périphériques associées.
2.1 La restriction paracellulaire

Le trafic moléculaire a travers la barriere peut se faire par deux voies distinctes :

+ La voie paracellulaire

+ La voie transcellulaire
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Figure 7 : Représentation des différents systémes de transport a travers ’endothélium cérébral
de la BHE d’aprés Gosselet et al. (Gosselet et al., 2011). On peut observer les jonctions serrées et les
jonctions adhérentes entre deux cellules endothéliales, qui permettent de restreindre la voie
paracellulaire. On note également des systémes de transport d’efflux et de transport vésiculaire qui

régulent la voie transcellulaire de cette BHE.

Les mouvements des molécules biologiques par le biais des jonctions
interendothéliales constituent le passage paracellulaire. Dans ce cas les propriétés
restrictives de la barriere sont liées a la présence de jonctions spécifiques, présentes au
niveau des cellules endothéliales. Elles leurs permettent ainsi de s’associer les unes
avec les autres afin de former la monocouche cellulaire des capillaires cérébraux
(Dejana and Del Maschio, 1995; Dejana et al., 2000). Cette voie paracellulaire est
limitée grace a la présence de complexes protéiques, formant des jonctions et
interagissant avec le cytosquelette de 1’endothélium cérébral. La régulation de ces
complexes protéiques se fait par ouverture et / ou réarrangement architectural de ces
composants (Bazzoni and Dejana, 2004). Les interactions dynamiques entre les
complexes protéiques et les protéines intracellulaires est fondamental pour la
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régulation des échanges entre le compartiment sanguin et le compartiment cérébral
(Garcia et al., 1995). Ce trafic a travers la voie paracellulaire est exclusivement passif,
mais d’autres composés peuvent également diffuser a travers la membrane par
exemple, I'oxygene et le dioxyde de carbone, qui diffusent librement. Le trafic
paracellulaire est peu sélectif et est dirigé par des gradients osmotiques, et
électrochimiques (Bazzoni, 2006). Les complexes protéiques de cette voie
paracellulaire constituent des jonctions de différents types, tels que les jonctions
adhérentes, les jonctions serrées, toutes deux augmentent 1’étanchéité de I’endothélium
cérébral, ou encore des jonctions communicantes, qui servent d’intermédiaire a la

communication intercellulaire (Hawkins and Davis, 2005).
2.1.1 Les jonctions serrées

Les jonctions serrées sont celles qui conférent a la barriére les propriétés
d’étanchéité paracellulaire, qui permet le maintien de la polarisation associée a une
importante résistance électrique transendotheliale (TEER) (Bazzoni, 2006; Hawkins
and Davis, 2005). Les jonctions serrées sont des complexes multi-protéiques, qui sont
maintenus par le microenvironnement cérébral tels que les astrocytes (Ronaldson and
Davis, 2015). Elles permettent également la communication/signalisation
intercellulaire et 1’adhésion intercellulaire (Luissint et al., 2012). Les jonctions serrées
influencent la perméabilité paracellulaire et le maintien de la polarité cellulaire, en
répartissant de maniere asymétrique les constituants membranaires de part et d’autre
de cette membrane (Bazzoni and Dejana, 2004; Hawkins and Davis, 2005). Les
contacts étroits formés par les protéines de jonctions serrées entre les cellules,
permettent la régulation de ’homéostasie cérébrale, notamment en limitant I’acces aux
substances présentes dans la circulation sanguine et/ou aux cellules environnantes par
cette voie paracellulaire. Au niveau de cette barriere, seules les petites molécules, ainsi
que les molécules de nature lipidique (de par leur capacité a étre liposoluble dans la
membrane plasmique), peuvent traverser vers le compartiment cérébral soit par
diffusion a travers lamembrane, soit a travers la voie paracellulaire (Ogunshola, 2011).
La restriction du passage des ions inorganiques grace aux jonctions serrées peut étre
représentée par une résistance électrique transendotheliale élevée au niveau de la BHE.
De plus, ces jonctions serrées forment un réseau protéique dynamique, localisé a la

surface apicale des cellules endothéliales cérébrales (Dyrna et al., 2013). Ce réseau est

Page | 55



principalement composé de 2 types de protéines transmembranaires : les claudines et
I’occludine, qui se lient aux cytosquelettes d’actine par I’intermédiaire de protéines
cytoplasmiques : les zonulas occludens, ce qui va permettre de stabiliser les jonctions
(via les contacts inter-protéiques) et donc d’avoir une monocouche endothéliale solide
(Bauer and Traweger, 2016). Les interactions entre les différentes protéines, qui
permettent la formation d’un complexe de jonction, sont essentielles & la protection du
SNC et ont fait I’objet de nombreuses revues dont celle de Abbott en 2010 (Abbott et
al., 2010) ou encore Bauer en 2016 (Bauer and Traweger, 2016).

‘ Apical membrane
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Figure 8 : Schéma représentatif de la voie paracellulaire et des interactions entre les protéines de
jonctions serrées apres modification de Abbott 2006 (Abbott et al., 2006). On observe 1’association
de ZO-1 avec I’Occludine et le cytosquelette d’actine, mais également la présence de Claudines et
d’autres protéines telles que les JAM. Elles interviennent également pour limiter la perméabilité

paracellulaire de la BHE

2.1.1.1 Les Claudines

Les claudines sont essentielles aux jonctions serrées, ce sont des
phosphoprotéines de 20-27 kDa, les claudines sont composées de quatre domaines
transmembranaires, de deux boucles extracellulaires et de deux queues N- et C-
terminales intracellulaires. Elles s’associent en diméres a ’aide de leurs boucles
extracellulaires (Bazzoni and Dejana, 2004; Ronaldson and Davis, 2015). Les

claudines permettent I’interaction des cellules endothéliales adjacentes, et réduisent
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I’espace entre les cellules endothéliales, augmentant ainsi I’étanchéité (Ronaldson and
Davis, 2015). Au sein de la barriere hémato-encéphalique, on retrouve plusieurs types
de claudines telles que les claudines-1 -3 -5, mais c’est la claudine-5 qui reste
prépondérante au niveau des cellules endothéliales des micro-vaisseaux cérébraux
(Bernacki et al., 2008; Huber et al., 2001; Ogunshola, 2011). Une augmentation de
I’expression de cette claudine-5 au niveau endothélial est associée a une diminution de
la perméabilité endothéliale (Ohtsuki and Terasaki, 2007), tandis que chez un rat
knockout pour cette claudine, on observe une augmentation de cette perméabilité
(Nitta et al., 2003). Ceci semble confirmer que cette protéine, la claudine joue un réle
majeur dans 1’étanchéité de la voie paracellulaire, et la formation des jonctions serrées
de la barriére physique de la BHE (Dyrna et al., 2013; Wilhelm et al., 2011).

Figure 9 : Structure des protéines de type Claudines d’aprés Schneeberger et al (Schneeberger
and Lynch, 2004). La famille des claudines est composé des 4 domaines transmembranaires, 2 boucles
extracellulaires, et des queues intracellulaires de types C- et N-terminales.

2.1.1.2 L'Occludine

Cette protéine est la premiére protéine transmembranaire a avoir été décrite
(Furuse et al., 1993). Et contrairement aux claudines, qui sont considérées comme des
structures vitales dans la formation des jonctions serrées, la protéine occludine semble
étre une protéine de support (Hawkins and Davis, 2005). Ce sont des phosphoprotéines
monomériques de 60-65 kDa, qui sont fortement exprimées par les cellules
endothéliales des vaisseaux du SNC. Elles sont composées de trois domaines

cytoplasmiques, quatre transmembranaires et deux queues N- et C- terminale
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intracellulaires, ainsi que deux boucles extracellulaires. Grace a leur extrémité C-
cytoplasmique, elles s’associent aux cytosquelettes des cellules endothéliales. Cette
association nécessite de passer par I’intermédiaire des domaines Guanylkinase et des
protéines cytoplasmiques tels que les zonula occludens (ZOs) (Hawkins and Davis,
2005). C’est I’etat de phosphorylation de I’occludine, qui régule son influence dans
I’étanchéité de la BHE, leur conférant alors le r6le de modulateur de la formation des

jonctions (Dyrna et al., 2013).

Bien que leur phosphorylation semble nécessaire a la formation des jonctions,
notamment sur les résidus sérine-thréonine (Sakakibara et al., 1997), I’occludine peut
former un dimére afin de participer a I’étanchéité paracellulaire, et de maintenir une
résistance électrique transendotheliale faible (TEER), et ce sans phosphorylation. Leur
altération est associée a une dérégulation de la barriére, et leur surexpression peut
entrainer une diminution de la perméabilité ainsi qu’une plus importante TEER
(Persidsky et al., 1997). Des études ont néanmoins montré que la protéine occludine
n’est pas essentielle pour former les jonctions serrées, méme si dans de nombreuses
pathologies, on associe la diminution de 1’occludine a une perte de perméabilité
(Bolton et al., 1998; Brown et al., 2007). Cependant, Saitou et al, a montré que
I’occludine aurait un réle plus important dans la régulation du flux de calcium a travers

la BHE et donc dans la contraction des vaisseaux sanguins (Saitou et al., 2000).
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Figure 10 : Structure de la protéine Occludine d’aprés Schneeberger et al (Schneeberger and
Lynch, 2004). L’occludine est composé des 4 domaines transmembranaires, deux boucles

extracellulaires, et des extrémités intracellulaires de types C- et N-terminales.
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2.1.1.3 Les Zonula occludens

Les Zonula Occludens sont les principales protéines cytoplasmiques, qui
permettent le maintien du complexe interactionnel entre les protéines cytoplasmiques
et celles du cytosquelette (Bernacki et al., 2008). Au méme titre, d’autres protéines
telles que les cingulines ou les protéines AF-6, sont également capables d’interagir
entre elles ou directement avec les zonula occludens. L’intérét physiologique de ces
protéines et de leurs interactions est de réguler la formation et le maintien des jonctions
(Hawkins and Davis, 2005). Les Zonulas occludens interviennent également dans la
transduction du signal et la modulation transcriptionnelle (Bauer et al., 2010), ainsi

que dans I’inhibition de certaines voies de signalisations.

Les zonula occludens sont des protéines cytoplasmiques appartenant a la
famille des MAGGUK (Membrane associated guanylate kinase-like). Au niveau
endothélial, on retrouve majoritairement 3 types de Zonula occludens, de ZO-1 a ZO-
3. Chacune posseéde des domaines PDZ (post synaptic density protein), GK (guanyl
kinase-like), et SH3 (SRC homology 3) qui leurs permettent 1’association aux autres
protéines transmembranaires mais également au cytosquelette, ce qui favorise la
formation d’un complexe protéique. Les isoformes ZO-2 et ZO-3 sont des
phosphoprotéines cytoplasmiques retrouvées au niveau des cellules endothéliales dont
la fonction est encore trés peu connue. ZO-2 est une protéine homologue a ZO-1 de
160kDa qui joue un rdle dans les signaux de transcription et que 1’on retrouve au
niveau endothélial. ZO-3 est une protéine de 13kDa retrouvée dans certaines jonctions
serrées mais pas encore au niveau de la barriere hématoencéphalique (Inoko et al.,
2003)

La protéine cytoplasmique la plus étudiée a ce jour et qui a été localisée au
niveau de la BHE est la protéine ZO-1, c¢’est une phosphoprotéine de 220 kDa qui
interagit avec les autres protéines du complexe de jonctions serrées. Ces interactions
se font notamment avec les filaments d’actines du cytosquelette, par I’intermédiaire de
I’extrémité C-terminale de ZO-1 (Bernacki et al., 2008), ce qui joue un réle dans le
maintien et la fonction des jonctions serrées. Son interaction avec les protéines

transmembranaires telles que la protéine claudine-5 via son domaine PDZ-1 et
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I’Occludine via son domaine GK renforce 1’étanchéité de la voie paracellulaire (Dyrna
et al., 2013). De plus, la protéine ZO-1 est un médiateur d’information permettant la
communication entre les jonctions serrées et le milieu intracellulaire et vice versa
(Hawkins and Davis, 2005). Lors de la dissociation entre les protéines
transmembranaires et les protéines ZO1, on observe une augmentation de la

perméabilité a travers cette voie de la BHE (Abbruscato and Davis, 1999).

Les protéines des jonctions serrées sont importantes pour la voie paracellulaire
et certaines d’entre-elles, telles que ZO-1 sont capables d’interagir avec le
cytosquelette de la cellule mais également avec d’autres complexes de jonctions,

comme les jonctions adhérentes et les jonctions communicantes.

2.1.2 Les jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes sont situées au niveau apical, non loin des jonctions
serrées. Elles jouent un réle important dans la localisation et la stabilisation des
jonctions serrées (Sandoval and Witt, 2008). Ces jonctions sont spécialisées dans
I’interaction des cellules-cellules. Elles permettent 1’adhésion entre les cellules
endothéliales et I’inhibition de contact pendant la croissance vasculaire (Hawkins and
Davis, 2005). Elles sont notamment formées par des protéines transmembranaires
telles que les cadhérines et les caténines. Ces dernieres jouent un rdle analogue au
Zonula Occludens, elles permettent d’ancrer les cadhérines aux protéines d’actine du
cytosquelette (Ballabh et al., 2004; Hawkins and Davis, 2005). En effet les -, a-
caténines se lient aux VE-cadhérines (Vascular Endothelial-Cadherin ou plus connues

sous le nom de cadhérine-5), stabilisant ainsi la jonction adhérente au cytosquelette.

Les cadhérines sont des glycoprotéines transmembranaires, composées d’une
seule chaine, qui interagissent avec du calcium pour permettre 1’adhésion aux cellules
adjacentes (Dejana and Del Maschio, 1995). La VE-cadhérine est une cadhérine
spécifique exprimée a la surface des cellules endothéliales. Mais les VE-cadhérines
interagissent avec des protéines de signalisation des cellules endothéliales, telles que
le récepteur 2 du VEGF et/ou les protéines de la voie de signalisation des
phosphatidylinositol-3-kinases (Bazzoni, 2006; Bazzoni and Dejana, 2004). Les
cellules endothéliales sont majoritairement composées de jonctions adhérentes de type
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VE-cadhérine mais d’autres cadhérines sont également exprimées, tels que les N-
cadhérine. Celles-ci sont regroupées sur la partie basale des cellules endothéliales, qui
est la partie en contact avec les astrocytes et les péricytes. Williams et al. ont identifié
une région extracellulaire, responsable de 1’activation de récepteurs et capable
d’induire une croissance cellulaire. Les cadhérines sont exprimées par les cellules
endothéliales, impliquant des isoformes de type N-cadhérine qui interviendraient dans
la modulation de 1’angiogenése (Williams et al., 2001). Les jonctions adhérentes
présentes au sein des cellules endothéliales jouent un réle important pour maintenir
I’étanchéité de 1’endothélium cérébrale. D’ailleurs, elles ont un r6le majeur dans
I’adhésion des molécules inflammatoire et leur surexpression induit une augmentation

du passage des molécules cytotoxiques inflammatoires (Chaitanya et al., 2012).

2.1.3 Les jonctions communicantes

Les jonctions communicantes sont les autres types de jonctions qui
interagissent avec les complexes de jonction serrée. Elles sont autrement appelées
« gap junction », et elles forment des canaux qui communiquent directement avec le
cytoplasme des cellules adjacentes. Ces canaux permettent le passage des petits solutés
tels que les ions ou les messagers secondaires (Evans and Martin, 2002). Elles sont
formées par deux hémi-canaux, appelés les connexines, qui sont issues de deux cellules
adjacentes et qui constituent ces canaux. La connexine est une protéine formée par six
connexons qui forment un hémi-canal. Plusieurs iso-formes existent pour ces
connexines et au niveau des cellules de 1I’endothélium cérébral, les plus exprimées sont
les connexines de type -40, et -37 (Bazzoni and Dejana, 2004; Saez et al., 2003). La
fonction majeure des gaps jonction est de permettre une communication directe entre
les cellules. Néanmoins les connexines interviennent dans de nombreuses voies de
signalisation en relachant, de maniére paracrine des signaux tels que de I’ATP
(adénosine tri-phosphate), et du monoxyde d’azote (Saez et al., 2003). De plus les
connexines semblent co-localisees avec les protéines de jonctions serrées, dans le but
de stabiliser la communication entre les cellules et le maintien de I’intégrité de la BHE,

mais les mécanismes restent peu connus (Gaete et al., 2014).
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Figure 11 : Représentation des différents complexes de jonctions. 1. Représentation schématique
des jonctions serrées. 2. Et 3. Représentation des différents types de jonctions adhérentes. Et 4.
Représentation des jonctions communicantes et de leur systéme de canaux permis par les connexines.
D’aprés M. Adé-Damilano 2005-2006 Université de Fribourg, Département de Médecine, Unité

d’anatomie. (Source internet : https://wwwa3.unifr.ch/apps/med/elearning/fr/epithel/epithel05.html).

L’ensemble de ces complexes protéiques permettent de limiter le passage entre
les cellules, c’est grace a eux que les cellules endothéliales régulent la perméabilité
paracellulaire, permettant ainsi a la BHE de s’adapter a son environnement. Cette
restriction limite eégalement le passage des nutriments vitaux pour le cerveau. C’est
pourquoi les cellules endothéliales possedent des systéemes de transports spécifiques,
afin de communiquer, de nourrir et encore de protéger le SNC des composés circulants

et potentiellement neurotoxiques
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2.2 Le passage transcellulaire

Les jonctions entre les cellules endothéliales, permettent de former les vaisseaux
et jouent un role essentiel dans la restriction du transport paracellulaire. Il a été montré
que seules les petites molécules et/ou les molécules lipophiles, comme 1’oxygene, le
dioxyde de carbone traverse la barriere paracellulaire décrite précédemment.
Cependant, pour son bon fonctionnement le SNC a besoin d’apport de molécules telles
que les acides aminés, ou encore le glucose. Ces derniers ne pouvant pas traverser
librement par la voie paracellulaire, il existe un second type de dispositif de transport,
qui peut étre facilité ou actif a travers la barriére : ¢’est le transport transcellulaire
(Grieb et al., 1985). Cette voie transcellulaire définit le passage des molécules (et sa
régulation) a travers le cytoplasme des cellules grace a des systemes de transports

spécifiques.

La BHE est décrite comme la principale protection contre le passage des composes
insolubles a travers la membrane lipidique. Or I’environnement du SNC est sensible
et il est essentiel que I’endothélium facilite le passage de certains nutriments essentiels
au bon fonctionnement du systéme nerveux central. C’est pourquoi on retrouve au
niveau abluminal de la membrane plasmique des cellules endothéliales de nombreux
systémes de transports, qui permettent le passage des acides aminés, du glucose, ...0U
la sortie des composés potentiellement cytotoxiques (Hawkins et al., 1995, 2006). Afin
de permettre le passage de ces nutriments et des protéines de haut poids moléculaire,

il existe 3 systemes alternatifs de transport :

+ La diffusion passive
+ La transcytose
+ Les transports spécifiques tels que les pompes d’efflux que nous décrirons plus

en détail au paragraphe 2.2.3.

Ces systemes de transport permettent le maintien et la régulation des échanges
entre le compartiment cérébral et le flux sanguin, toujours dans le but de maintenir

I’homéostasie du systéme nerveux central.
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2.2.1 La diffusion passive en énergie

L’un des premiers systémes de transport est la diffusion libre, passive, et sans
consommation d’énergie (ATP) a travers la barricre. Elle se fait suivant un gradient de
concentration, c’est-a-dire du plus concentré vers le moins concentré. A travers la
BHE, seules les molécules lipophiles et les gaz sont capables de diffusion passive
(Abbott et al., 2010), c’est le cas par exemple du dioxygéne qui pénétre dans le

compartiment cérébral pour répondre aux besoins du SNC.

Cependant, il existe une diffusion dite facilitée, qui est passive en énergie,
c’est-a-dire qui ne nécessite pas d’hydrolyse d’ATP. Néanmoins cette diffusion met
en jeu des protéines de transports spécifiques. Ce qui rend son mécanisme saturable.
En effet lorsque la concentration en molécules a transporter devient supérieure a
I’affinité de son transporteur lui-méme, alors les molécules ne peuvent plus étre
transportées a travers I’endothélium. Ce systeme de transport permet, dans le cas de la
BHE, de transporter les nutriments nécessaires au métabolisme du cerveau tels que le

glucose et les acides aminés (Daneman and Prat, 2015).

En effet le transport du glucose, va se faire par diffusion facilitée. Le glucose
est essentiel au systeme cerébral, car il représente la principale source d’énergie du
cerveau. Il est transporté par I’intermédiaire de protéines spécifiques, les GLUT.
GLUT-1 (45kDa) est le principal transporteur que 1’on retrouve exprimé au niveau de
la BHE. Sa répartition est asymétrique, avec une prédominance d’expression sur la
face luminale (Simpson et al., 2007). Cependant lors de troubles neurologiques, une
dérégulation de ce transporteur, GLUT-1, entraine la diminution du taux de glucose
dans le cerveau, ce qui engendre une augmentation de la perméabilité de la BHE
(Keaney and Campbell, 2015).

Les acides aminés sont également vitaux pour le bon fonctionnement du SNC,
ils interviennent dans la synthése protéique et la production de neurotransmetteurs.
Cependant le cerveau ne produit pas les acides amines essentiels, leurs apports se fait
donc via I’alimentation et la circulation sanguine. Les acides aminés sont pris en
charge par des transporteurs spécifiques leur permettant de traverser les cellules
endothéliales de la BHE (O’Kane et al., 2006).
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Figure 12 : Hlustration schématique des mécanismes de transport transcellulaire retrouvées au
niveau de la BHE modifiée par Abbott et al (Abbott et al., 2006). Le passage paracellulaire étant
limité par les jonctions serrées, les composés circulants vont devoir traverser la cellule avec des

systemes de transport transcellulaire, ici le transport du glucose et des acides aminés (c).

2.2.2 La transcytose vésiculaire

La transcytose est un processus minoritaire et lent. Il permet le transport de
macromolécules et de protéines par un mécanisme en plusieurs étapes, tout d’abord la
liaison a la membrane cellulaire, ensuite 1I’endocytose du composé par invagination de
cette membrane cellulaire, formant ainsi une vésicule et enfin I’exocytose du coté

opposé de cette vésicule tout juste formée.

Au niveau de la barriéere hématoencéphalique cette transcytose peut se faire soit
par adsorption, lorsque les charges positives sont en exces. Dans ce cas une
interaction se fait avec les cellules endothéliales qui sont chargées négativement,
permettant alors une endocytose et la formation d’une vésicule. Cette vésicule va
pouvoir se transloquer jusqu’a la membrane opposée pour faire une exocytose, libérant

alors le contenu de la vésicule (Abbott et al., 2010).

Elle se fait également par des vésicules dépendantes de récepteur. Lors de ce
type de transcytose, les molécules se fixent sur leurs récepteurs spécifiques au niveau
de la membrane endothéliale ce qui permet I’internalisation des molécules et leurs

transferts jusqu’a la membrane opposée (Abbott et al., 2010). Ces deux processus

Page | 65



doivent se faire en contournant la voie des lysosomes pour que son contenu ne soit pas

dégradé.

Ce phénomeéne est trés peu retrouvé en physiologie mais lors d’une hypoxie, il va
y avoir une augmentation du nombre de ces vésicules de transcytose (Daneman, 2012;
Keller, 2013).
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Figure 13 : L’illustration schématique des mécanismes de transport transcellulaire retrouvés au
niveau de la BHE modifiée par Abbott et al (Abbott et al., 2006): les mécanismes de transcytose

dépendant de récepteur (d) et la transcytose par adsorption (e).

2.2.3 Les pompes d’efflux

L’unité neurovasculaire, et principalement sa composante endothéliale possede
des systémes de détoxification de 1I’environnement cérébral au niveau apical et basal.
Ce sont des systemes de transports enzymatiques intracellulaires et extracellulaires,
qui métabolisent et éliminent les substances étrangéres a 1’organisme c¢’est-a-dire les
xenobiotiques (Lee et al., 2001). Le principe d’élimination des xénobiotiques repose
sur différentes phases de meétabolisation intracellulaire. Aprés que le xénobiotique ait
pénétré la membrane cellulaire, il est pris en charge par des enzymes spécifiques, qui
transforme le xénobiotique en composes hydrophiles. Puis ces composés hydrophiles
sont liés a des molécules de glutathion, principal tri-peptide thiol antioxydant, pour
former des composés liés au glutathion. Sous cette forme les composés sont expulsés

en dehors de la cellule, au cours d’une phase III, par des protéines de la famille des
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ABC transporteurs. Cependant certains de ces xénobiotiques sont des substrats directs
de ces transporteurs et vont étre expulses sans passer par les différentes phases de

métabolisation.

XENOBIOTIQUE (X)

4 ase

X activé
xg SH
Phase GSTs Phasell

Expulsion du Xénobiotique

Figure 14 : Représentation schématique du mécanisme de détoxification cellulaire impliquant les
ABC-transporteurs. Description des différentes phases impliquées dans la prise en charge des
xenobiotiques. Phase 1 : transformation en composé hydrophile, phase 11 : liaison au glutathion, phase
111 prise en charge par les ABC transporteurs. Phase 0 : phase par laquelle un xénobiotique sera pris en
charge directement par les ABC-transporteurs sans passer par les phases I, 11, III. D’aprés Meister et al
et Perek et al (Meister, 1994; Perek and Denoyer, 2002).

Au niveau de 1’endothélium cérébral, ce systéme de détoxification rend
important 1’expression des transporteurs/pompes d’efflux, qui permettent 1’excrétion
des molécules étrangeres et/ou cytotoxiques. Ces pompes participent a la protection
du systeme nerveux central en limitant I’entrée et surtout en favorisant la sortie des

substances étrangeres et des molécules potentiellement neurotoxiques.

Plusieurs familles de transporteurs d’efflux sont présentes aux niveaux de la
barriére, et la famille la plus importante sont les transporteurs de type Adénosine5’-
triphosphate Binding Cassette (A(TP)BC- transporteur). Chez 1’homme les ABC-
transporteurs appartiennent a une superfamille de 49 protéines regroupées en 7 sous
famille (ABCA a ABCG), dépendantes de leurs homologies structurales (Vasiliou et
al.,, 2009). Ces pompes d’efflux permettent un passage a contre gradient de
concentration, grace a I’énergie libérée par hydrolyse d’ATP. Ce sont des protéines
transmembranaires, et leur transport repose sur la fixation des substrats sur les
domaines TMDs (transmembrane protein), qui forment des pores de circulation des

molécules, grace aux hélices a transmembranaire. Ce sont ces mémes domaines qui
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conferent la spécialité des pompes (Dean et al., 2001). La fixation entre le domaine et
le substrat va stimuler les sites ATPasiques du domaine NBDs (nucleotide binding
domains) des pompes, localisé dans le cytosol. Ce lien va favoriser I’entrée ou la sortie
des molécules dans la cellule (Linton and Higgins, 2007). La structure générale des
ABC transporteurs est composée de 2 TMD qui forment le canal sélectif, et qui sont
associés a 2 NBD qui catalysent I’hydrolyse de I’ATP. Les pompes d’efflux, sont
retrouvées sur la partie luminale de la barriéere hémato-encéphalique, et forment une
pompe unidirectionnelle, transportant les molécules en direction du compartiment
sanguin. En effluant les molécules circulantes potentiellement toxiques pour le cerveau
dans le compartiment sanguin, cela permet la protection et la détoxification de la BHE
et donc du SNC (Daneman and Prat, 2015).

Les médicaments a visée cérébrale sont des substrats de ces pompes, ce qui
limite la distribution cérébrale et I’efficacité de ces médicaments (Potschka, 2010). Et
la surexpression de ces pompes au niveau de la BHE conduit a une résistance aux
médicaments (Ronaldson and Davis, 2015). Au niveau de la BHE, les ABC-
transporteurs les plus représentés sont la « breast cancer resistance protein » (BCRP),
la famille des « multidrug resistance associated proteins » (MRP), et la famille des
« multidrug resistance protein » (MDR) a laquelle appartiennent les P-glycoprotéine
(P-gp) (Bernacki et al., 2008).

2.2.3.1 P-glycoprotéines (ABCB)

Les P-glycoprotéines (P-gp) furent les premieres décrites en 1976 (Juliano and
Ling, 1976), et ce furent également les premiéres a étre découvertes au sein de la BHE
en 1989 (Cordon-Cardo et al., 1989).

La P-gp aussi nommé ABCB est une glycoproteine de 170 kDa. On retrouve
deux types de P-gp, les P-gp 1 et 2 codés par les génes MDR 1(a et b) et MDR 2
respectivement. Cependant les P-gp 2 ne sont exprimées que dans les hépatocytes, ce
sont donc les P-gp 1 qui seront les plus détaillées dans la suite de ce paragraphe. Les
P-gp 1 sont exprimés dans I’endothélium cérébrale au niveau des capillaires cérébraux
et du parenchyme cérébral (Bernacki et al., 2008), mais on également été retrouveés
dans une culture primaire d’astrocytes (Decléves et al., 2000) et il semble y en avoir

peu au niveau des péricytes (Berezowski et al., 2004). Elles font partie des protéines
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qui permettent la résistance aux médicaments en effluant les composés en dehors du
compartiment cérébral de la BHE. Une déficience en P-gp chez des souris Knock-out
engendre une pénétration accrue des composés dans le compartiment cérébral
(Schinkel and Jonker, 2003).

Leur localisation dans I’endothélium est principalement au niveau du site
luminal, ¢’est-a-dire au pOle apical des cellules endothéliales, ce qui permet de limiter
la diffusion des molécules du sang vers le cerveau. Ce phenomeéne influence la
régulation de I’entrée et de la sortie des molécules au niveau du compartiment cérébral,

limitant ainsi leurs toxicités cérébrales.

La protéine P-gp est composée de 12 domaines transmembranaires TMD
(hélice) associés avec 2 domaines NBDs. Les domaines TMD sont importants pour la
fixation et le transport des médicaments, ce qui assure la mobilité et I’adaptation de la
protéine. L une des caractéristiques de P-gp est la grande variété de ses substrats qu’ils
soient hydrophobes ou non, qu’ils aient des tailles différentes ou des structures
différentes (Sharom, 2011), mais également de par leurs mécanismes d’action
pharmacologique (Vautier et al., 2006). P-gp agit en suivant deux mécanismes, un
mécanisme de translocase et 1’autre de flippase (Jagodinsky and Akgun, 2015). Le
mécanisme le plus important est la translocase. Ce mécanisme est basé sur la double
conformation de la protéine ‘inward and outward facing’. La protéine posséde
également deux sites spécifiques, un site de fixation du substrat du cdté cellulaire, et
un site en extracellulaire. Le changement de conformation est induit lors de la fixation
du substrat et I’hydrolyse d’ATP, ce qui conduit au relachement du substrat dans le
compartiment sanguin. L’autre mécanisme impliqué est le phénomene dit de
« flippase », qui consiste a faire passer les substrats d’une face a l’autre de la
membrane par un mouvement dit de « flipflop » (Johnstone et al., 2000). En effet, les
substrats sont en équilibre de part et d’autre de la membrane plasmique, ce qui forme

un gradient de concentration a I’origine de ce transport.

Ce systéme de transport peut étre inhibé via des composés qui interagissent
avec P-gp, et qui sont capables de supprimer ou modifier I’efflux des composés. Ces
inhibiteurs ont une grande variété de structure. Ils peuvent étre compétitifs comme la
cyclosporine A, ou ils peuvent prendre la place du substrat sur son site de fixation sans

étre transporter. L’inhibiteur peut également interagir avec le domaine NBD, ou en
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interférant avec 1’hydrolyse de I’ATP (Sharom, 2011). Au niveau cérébral, les
inhibiteurs ont des intéréts thérapeutiques et sont envisagés comme éléments
augmentant la pénétration des médicaments lors du traitement de certaines
pathologies. La capacité de cette protéine a interagir avec de nombreux substrats va

rendre la conception d’inhibiteur de haute affinité complexe (Sharom, 2011).

Figure 15 : Illustration de la topologie des transporteurs de la famille des ABCC et ABCB1 qui
n’est autre que la protéine P-gp d’aprés Decléves et Legrand (Decléves, 2009).

2.2.3.2 MRP (ABCC)

La famille des MRP comprend 13 membres mais elles ne sont pas toutes des
pompes d’efflux. Seules les 9 premieres MRP réalisent du transport actif de type
pompes d’efflux, les autres sont des protéines tronquées ou des récepteurs de type
canaux (Haimeur et al., 2004). On distingue deux topographies différentes (Kruh and
Belinsky, 2003) : les MRP-1-3-6-7 sont composés de 3 domaines TMD, et 2 domaines
NBD avec une boucle intra-cytoplasmique a I’extrémité N-terminal, qui est la partie
essentielle a la fonction de cette protéine (Bakos et al., 1998). Les autres MRP-4-5-6-
9 sont semblables aux précédentes mais sans les domaines TMD. Les MRP-1 a -6 sont
exprimés au sein de I’endothélium du tissu cérébral (Kubota et al., 2006; Warren et
al., 2009; Zhang et al., 2000).

Les protéines MRP sont responsables du transport d’anions organiques, des
métabolites sulfatés, d’éléments conjugués au glutathion, aux métalloides, mais
également de medicament (Haimeur et al., 2004; Leslie et al., 2005; Ronaldson and
Davis, 2015). Un substrat peut &tre commun a plusieurs MRP. Les protéines MRP sont

localisées au niveau de la barriére hémato-méningé et hématoencéphalique (Borst et
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al., 2000), et Schinckel et Jonker ont montré que leurs localisations se situent sur la
membrane apicale des cellules (Schinkel and Jonker, 2003), ce qui est une position
idéale pour permettre la protection du SNC. Cependant on peut les retrouver également
en position basale. Au niveau de I’endothélium des capillaires cérébraux humains on
retrouve les MRP-1-2-3-5 (Warren et al., 2009). Cependant, en microscopie a
fluorescence, on observe uniquement 1’expression des MRP-1-4-5 (Nies et al., 2004).
L’influence de ces protéines au niveau de la barriere hématoencéphalique est
dépendante de leur localisation au niveau de la membrane endothéliale et seules les
protéines MRP localisées sur la face apicale jouent un role dans la restriction du
passage des composeés au niveau du compartiment cérébral. Dans cette position-Ia,
celle qui est la plus représentative et qui a fait 1’objet de travaux dans cette thése est
I’isoforme 1 (MRP-1).

La protéine MRP-1 ou encore nommé ABCC-1, est une protéine de 190 kDa
découverte au sein de la BHE dans les années 2000 (Borst et al., 2000). Les cellules
endothéliales, qui possedent des protéines MRP-1, ont une résistance aux composes
naturels mais également a certaines molécules anti-prolifératives par exemple
(Breuninger et al., 1995; Cole et al., 1994). Les protéines MRP-1 sont également
exprimées par les cellules astrocytaires (Schinkel, 2001). Leur localisation est
importante pour la protection du systeme nerveux central avec une préférence pour la
face luminale (Daood et al., 2008). La protéine MRP-1 comme P-gp est une pompe
d’efflux qui protége le cerveau avec un role dans la détoxification (Davis, 2014). Il
existe plusieurs inhibiteurs, parmi eux une molécule le probénécide est classiquement
utilisé (Schinkel and Jonker, 2003).

Figure 16 : lllustration de la topologie des transporteurs de la famille des ABCC dont ’ABCC1
qui n’est autre que la MRP-1 d’aprées Decléves et Legrand (Decléves, 2009).
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2.2.3.3 BCRP (ABCG)

Découverte dans une lignée tumorale mammaire (MCF-7) par Doyle en 1998,
on lui donne alors la dénomination de « Breast Cancer Resistance Protein » (BCRP).
Plus tard, elle sera découverte dans d’autres types cellulaires mais sa dénomination
restera. La protéine BCRP est une glycoprotéine de 72 kDa exprimé par différent tissu
et organe sain (Robey et al., 2009). Elle possede un domaine TMD et un domaine
NBD. Cette protéine fait partie des pompes d’efflux ATP dépendante, avec pour role
I’efflux des substrats et I’induction de la résistance aux médicaments comme celle
décrite précédemment (Allen et al., 1999). Ce sont des demi-transporteurs, qui ont

besoin d’étre en homo-dimeére pour fonctionner.

Les protéines BCRP sont retrouvées au niveau des cellules polarisées telles que
les cellules endothéliales des capillaires et des veines (Jonker et al., 2000; Schinkel
and Jonker, 2003). Ces protéines ont été retrouvées au niveau de la membrane luminale
de la BHE (Cooray et al.,, 2002). Leur distribution et leur action au sein de
I’endothélium de la BHE est semblable a P-gp. En effet, ces deux protéines agiraient
ensemble pour effluer les xénobiotiques circulants, protégeant ainsi le SNC comme les
autres protéines de la grande famille des pompes d’efflux (Schinkel and Jonker, 2003).
Cependant malgré la prédominance de P-gp dans I’efflux, certains auteurs considerent
BCRP comme un élément crucial pour I’efflux des drogues au niveau cérébral
(Agarwal et al., 2011). Cependant I’intérét de cette protéine a toujours été tres
controversé car certains auteurs pensent que cette protéine est non fonctionnelle
(Herwaarden et al., 2003; Lee et al., 2007). Les substrats et les inhibiteurs de BCRP
sont communs avec ceux de la protéine P-gp, avec une grande diversité (Léscher and
Potschka, 2002), méme si certains, comme KO-143, sont déecrits comme étant plus
specifiques de cette protéine. La relation étroite entre P-gp et BCRP explique I’intérét
croissant pour les protéines de type BCRP. De plus des études montrent méme que
BCRP est d’avantage exprimée dans la BHE humaine (Dauchy et al., 2008; Uchida et
al., 2011). Des ¢études montrent qu’une déficience en P-gp pourrait entrainer une
surexpression de BCRP dans les micro-vaisseaux cérébraux de souris, suggérant un
effet compensatoire de BCRP (Cisternino et al., 2004).

Page | 72



out ) 1

000000000000000000000000000000006( )( I( |
AB(G2 €e4¢¢ $¢4 KBS KR {

933933333 $9¢994399999939 { b b8
W ooooununuuounoouooon 3 i o i (] o

Figure 17 : lllustration de la topologie de la protéine de transport ABCG2 ou encore connue sous
le nom de BCRP d’aprés Decléves et Legrand (Decleves, 2009).

Evidemment, ces pompes ABC transporteurs ne sont pas les seuls systémes
d’efflux au niveau de la barriére hématoencéphalique. D’autres protéines telles que

celles appartenant a la superfamille des « Solute Carriers » (SLCs) sont impliquées

et fonctionnent comme des échangeurs de molécules, contre d’autres molécules et/ou
ions, impliquant D’existence préalable d’un gradient (LOscher, 2005). Il existe
également des systemes de transports enzymatiques qui renforcent cette barriére
métabolique. Bien que 1’étude de ces autres types de transport soit importante dans
I’évaluation de la résistance aux médicaments. Dans le cadre de cette these ces autres

types de transporteurs ne seront pas plus décrits.

2.2.4 Les aquaporines : le transport de I'eau

Au cours d’un syndrome d’apnée obstructive du sommeil, il a ét¢ observé des
mouvements liquidiens entre le compartiment circulant et les compartiments
interstitiels et intracellulaires. Ces mouvements sont a la base de 1’hypothése de
I’altération de la perméabilité de la BHE. Ces mouvements liquidiens Seraient
principalement liés a un des transferts d’eau a travers cette barriére
hématoencéphalique. En effet les molécules d’eau sont capables de traverser en partie
grace au systéme paracellulaire, c’est-a-dire directement entre les cellules
endothéliales, mais ces molécules d’eau peuvent aussi emprunter un passage
transcellulaire ainsi que des canaux spécifiques, localisés sur les pieds astrocytaires,

tels que les aquaporines.
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Les aquaporines sont des protéines transmembranaires hydrophobes qui
s’associent entre elles afin de former un canal de passage de d’eau et de solutés (Badaut

et al., 2002), et ce passage va se faire en suivant le gradient osmotique.

Chez I’Homme, on dénombre treize aquaporines exprimées dans différents types
cellulaires (Sorani et al., 2008). Au sein du SNC, I’aquaporine la plus abondante est
I’aquaporine 4, qui est localisée au niveau des pieds astrocytaires et des fentes
synaptiques, et qui sont en contact direct avec les cellules endothéliales (Badaut et al.,
2014; Verkman, 2002). Cependant au niveau endothélial il a seulement été suggéré
que les pores soient présents a proximité des jonctions serrées. Cette aquaporine 4 joue,
pourtant un role important dans la régulation hydrique au sein de la BHE en conditions
pathologiques (Bonomini et al., 2010). Elle est notamment impliquée dans la
régulation du volume cérébral, ainsi que dans la formation possible d’cedéme
secondaire (Chu et al., 2016). Dans ce sens, des études évoquent une modification de
I’intégrité des tissus de certaines régions cérébrales tels que la région préfrontale,
associee a la régulation des mouvements d’eau de [I’extracellulaire vers
I’intracellulaire. De cette régulation résulterait alors une dérégulation de la BHE
(Kheirandish-Gozal et al., 2018; Macey et al., 2018).

De plus Palomares et al. ont montré une diminution des échanges en eau a travers
la BHE chez un sujet SAOS comparé a un sujet contrdle avec une diminution du ratio
Kw (ratio entre la surface de perméabilité de 1’eau et le volume du capillaire), qui
lorsque qu’il est diminué implique une possible diminution de la distribution des
aquaporines (Palomares et al., 2015). Tout ceci montrant I’importance du transport

d’eau en conditions pathologiques.

L’endothélium micro-cérébral composé des cellules endothéliales cérébrales est le
premier décrit sous le nom de BHE, de par son étanchéité paracellulaire et ses systemes
de transports transcellulaires spécifiques. Cette barriére est le point central de 1’unité
neurovasculaire et joue un réle majeur dans la protection du SNC. Cependant bien que
les cellules endothéliales développent leurs caractéristiques spécifiques seules, il est
indispensable de prendre en considération leur environnement cellulaire. En effet

I’environnement de cet endothélium influence la mise en place de ces éléments et est
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nécessaire pour la bonne protection du SNC. L’environnement cellulaire est
principalement composé des astrocytes, des péricytes, des neurones, de la microglie et

de la membrane basale.

—
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Figure 18 : Illustration des interactions entre 1’endothélium et son environnement cellulaire

d’aprés Abbott et al (Abbott et al., 2010).

3. Les astrocytes

Les astrocytes appartiennent aux cellules gliales avec les oligodendrocytes et
les cellules microgliales. Les astrocytes sont abondants et proches des cellules
endothéliales, ce qui rend leur étude importante par rapport aux autres types cellulaires
(Abbott et al., 2006).

Ces cellules ont une forme étoilée caractéristique, avec un prolongement appelé
pied a leurs extrémités. Les astrocytes forment un manchon qui recouvre 99% de
I’endothélium des capillaires de la BHE. La proximité entre les astrocytes et les
cellules endothéliales suggere 1’induction et la modification du phénotype des cellules
endothéliales par les astrocytes. Les astrocytes libérent notamment des facteurs
solubles, tels que le VEGF (vascular endothelial growth factor), le TGF-p
(transforming growth factor) ou encore du bFGF (basic fibroblast growth factor) qui
permettent ces modifications (Ogunshola, 2011; Wilhelm and Krizbai, 2014). Les
interactions entre les astrocytes et les cellules endothéliales favorisent la formation des

jonctions serrées, et de nombreuses études in vitro montrent que lorsque 1’on cultive
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des cellules endothéliales avec des astrocytes on contribue a renforcer les propriétés
de la BHE (Dehouck et al., 1990). En effet, Keaney and Campbell en 2015, ont observé
que les interactions des pieds astrocytaires avec les pbles basaux des capillaires
cérébraux, jouent un role dans la régulation de 1’activité neuronale, la synchronisation
de mouvements des métabolites avec le flux sanguin, ainsi que la vasodilatation
(Keaney and Campbell, 2015). D’autres complexes protéiques, tels que le
dysroglycane-dystrophine permet le lien entre les pieds astrocytaires et la membrane
basale. On retrouve également des transporteurs spécifiques de 1’eau tels que les
aquaporines 4, qui permettent de réguler I’homéostasie aqueuse du SNC (Daneman
and Prat, 2015; Haj-Yasein et al., 2011). Au niveau de la membrane luminale des
cellules endothéliales, on trouve des protéines spécifigues comme GLUT-1
(transporteur de glucose), des canaux potassiques (Wilhelm and Krizbai, 2014), ou
encore P-gp dont I’expression au niveau endothéliale est augmentée en présence des
astrocytes (Abbott et al., 2006).

Les astrocytes sont capables de communiquer avec I’endothélium cérébral afin
de modifier sa morphologie et sa fonction. Au niveau de la BHE, les astrocytes
permettent de réguler les jonctions serrées, mais aussi I’expression et la polarisation
des transporteurs tel que les protéines P-gp (Dehouck et al., 1990; Haseloff et al., 2005;
McAllister et al., 2001; Rubin et al., 1991). La communication de 1’endothélium
cérébral avec les astrocytes est donc essentielle au phénotype de la BHE, que ce soit
pour former une barriére étanche, ou fonctionnelle. Cette communication joue
également un réle dans 1’angiogenése que ce soit dans des conditions physiologiques
ou pathologiques (Daneman et al., 2009; Prat et al., 2001). Les astrocytes vont en effet
étre capables d’activer des voies de signalisations telles que la voie Hedgehog ou
encore de sécréter des facteurs tels que le VEGF. Le voie Hedgehog permet
I’augmentation de 1I’expression de protéines de jonctions (Alvarez et al., 2011). Tandis
que lors d’une condition inflammatoire par exemple, la production de VEGF, entraine
une diminution de la stabilité de la BHE (Argaw et al., 2009, 2012). L’interaction des
astrocytes avec les cellules endothéliales permet d’induire une augmentation de la
résistance électrique transendotheliale (TEER) et des propriétés d’imperméabilité de
la BHE (Arthur et al., 1987; Janzer and Raff, 1987; Stewart and Wiley, 1981).
Cependant il semblerait, que leurs contacts avec les complexes de jonction ne soient
pas indispensables pour I’'imperméabilité de la barri¢re (Felts and Smith, 1996; Jaeger
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and Blight, 1997). Des études ont montré que les astrocytes peuvent secréter de
nombreuses molécules, telles que les alipoprotéines E, qui ont un role régulateur de
jonctions serrées par I’intermédiaire de leur récepteur que 1I’on retrouve a la membrane
des cellules endothéliales (Nishitsuji et al., 2011). Par ailleurs, les cellules
endothéliales influencent les astrocytes et les précurseurs neuronaux en libérant des
facteurs tels que LIF (leukemia inhibiting factor), qui joue un role sur la différenciation
des astrocytes in vivo (Mi et al., 2001). La culture d’astrocytes et de cellules
endothéliales augmente 1’expression de certaineS enzymes qui régulent le

comportement face au stress oxydatif par exemple (Schroeter et al., 1999).

Outre la communication avec les astrocytes, 1’endothélium micro-vasculaire

interagit également avec un autre type cellulaire : les péricytes.
4, Péricytes

Les péricytes sont des cellules plates, non différenciées du tissu conjonctif
contractile. Les péricytes et les cellules endothéliales ont la méme membrane basale.
Ils recouvrent une partie de la surface abluminale permettant le maintien de
I’endothélium (von Tell et al., 2006). Il a été montré que les péricytes pourraient
réguler le flux sanguin des capillaires grace a leurs capacités contractiles, liées a la
présence de protéines contractiles, cependant ce phénomene reste controversé
(Bandopadhyay et al., 2001; Peppiatt et al., 2006).

Les prolongements des péricytes recouvrent 20 & 30% de la surface des micro-
vaisseaux (Bonkowski et al., 2011). Comparé a la périphérie, il y aurait au niveau des
capillaires un ratio de 1 peéricyte pour 3 cellules endothéliales (Daneman and Prat,
2015; Keaney and Campbell, 2015). Leur localisation laisse a penser que leur réle est
important, cependant leur impact sur le phénotype de BHE reste flou. Des études in
vitro et in vivo montrent son importance dans 1’amélioration du fonctionnement de la
BHE (Hayashi et al., 2004; Hori et al., 2004), notamment la régulation du transport
vésiculaire, la formation des jonctions serrées et la polarisation astrocytaire (Armulik
etal., 2010). Il joue méme un réle important dans la différenciation endothéliale durant

la vie feetale et cela avant I’implication astrocytaire (Armulik et al., 2010).

L’unité neurovasculaire (NVU) est composée de différents types cellulaires, et

chacune de ces cellules est en capacité d’établir une communication-interaction avec
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les cellules endothéliales ce qui améne a la modulation du phénotype de BHE. C’est
le cas des péricytes, leurs interactions avec I’endothélium cérébral, permet
d’augmenter la TEER dans des mod¢les in vitro de barriere (Dente et al., 2001). De
plus, les péricytes interviendraient dans le développement de la barriére avant les
astrocytes, en permettant le contrdle des protéines de jonctions et la régulation du
transport vésiculaire (Daneman et al., 2010). Les péricytes sont importants dans les
propriétés d’inhibition de la barriére avec modification de la transcytose et de la
filtration immunitaire. Au cours du vieillissement, la diminution du taux de péricytes
est corrélée avec une diminution de I’expression des jonctions serrées telles que
I’occludine, la claudine-5 et la protéine zonula occludens 1 (Bell et al., 2010),
entrainant une augmentation du passage paracellulaire et régulant 1’entrée des
molécules neurotoxiques dans 1’espace péri-vasculaire induisant une neuro-
dégénérescence (Bell et al., 2010; Winkler et al., 2011).

5. Les Neurones

Les neurones ont longtemps été mis de c6té pour leur réle dans la formation ou la
régulation de la BHE, mais les neurones sont ’unité fonctionnelle du systeme nerveux,
composés d’un corps cellulaire autrement appelé soma, et de ses prolongements : les
dendrites et I’axone. Ils sont sensibles aux modifications environnementales, et
communiquent les informations sensitives et motrices a d’autres neurones ou cellules
excitables, afin de répondre correctement aux stimuli percus. Les cellules endothéliales
cérébrales sont innervées par ces différents types de neurones, qu’ils soient
noradrénergique, sérotoninergique (Cohen et al., 1997), cholinergique (Tong and
Hamel, 1999), ou encore GABAergique (Vaucher et al., 2000). La perte des certaines
innervations, notamment cholinergique pourrait étre associée a une altération
cérébrovasculaire (Tong and Hamel, 1999). Lee et al. ont d’ailleurs montré que la
communication entre les neurones et les cellules endothéliales pourrait moduler la
perméabilité de la BHE et ils ont décrit I’augmentation de la perméabilité comme un
mécanisme compensatoire spécifique (Lee et al., 1999). La formation des jonctions
serrées serait initiée par les neurones ou les cellules progenitrices cérébrales (Daneman
et al., 2010; Saunders et al., 2000). Tontch et al. ont également démontré 1’induction
de Dl’expression d’enzymes spécifiques aux cellules endothéliales cérébrales en

présence de neurones (Tontsch and Bauer, 1991). De plus la culture de cellule
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endothéliale avec des précurseurs neuronaux entraine une plus grande étanchéité
paracellulaire et une augmentation de la TEER (Weidenfeller et al., 2007). Méme si
I’implication des neurones dans 1’induction du phénotype de la barriére n’est pas
encore demontrée aujourd’hui, il semblerait que 1’influence des neurones sur les

fonctions de cette barriere soit quand méme une réalité.
6. La Microglie

Décrite dés 1920 par Del Rio Hortega, les cellules microgliales sont des
cellules de I’'immunité innée retrouvée dans le SNC (Pérez-Cerda et al., 2015). Elles
représentent 5% de la population cellulaire cérébrale, et elles agissent comme 1’une
des premiéres lignes de défense. En condition normale, les cellules de la microglie sont
ramifiées et expriment des molécules de phagocytose, permettant I’élimination des
déchets relargués par les neurones (Venneti et al., 2009). Aprés une lésion cérébrale
ou un stimulus inflammatoire, ces cellules peuvent s’activer. Une fois active, la
microglie sécréte des cytokines proinflammatoires, telles que : IL-13, TNF-o (Tumor
necrosis factor) mais aussi des espéces réactives de 1’oxygéne. Leur activation peut
étre liée a la réparation tissulaire, ou a la phagocytose de neurones endommageés et des
xénobiotiques. Quand elles s’activent, elles sécretent des chimiokines, du VEGF, ou
active des voies neurotrophiques (Aguzzi et al., 2013) en modifiant leur morphologie
(Rock and Peterson, 2006). Au niveau de la barriere, les microglies influent sur les
propriétés de maintien de I’homéostasie, méme si ces mécanismes sont peu connus
(Choi and Kim, 2008). A I’inverse, I’endothélium micro-vasculaire peut activer la

microglie en sécrétant différents facteurs.
7. La membrane basale/lame basale

Les cellules endothéliales se servent de cette lame comme d’un support, d’un
point d’ancrage pour les processus de signalisation. Principalement constituée de
laminine, de collagene de type IV et de fibronectine, on y retrouve également des
protéoglycanes et des glycoprotéines, qui permettent de prendre en charge des
¢léments anioniques. C’est une deuxiéme barriére contre les molécules pouvant passer
dans le tissu neuronal. Contrairement a ce que 1’on trouve au niveau du systéme
nerveux périphérique la membrane basale du SNC entoure les vaisseaux sanguins de

deux couches L’une interne est secrétée par les cellules endothéliales et les péricytes,
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et I’autre externe est parenchymateuse, elle est secrétée par les astrocytes (Daneman
and Prat, 2015). Ces deux types de membranes difféerent de par leurs compositions
moléculaires, leur couche externe étant plus riche en laminine al et 02, tandis que leur
couche interne serait majoritairement composée de laminine a4 et a5 (Daneman,
2012). Elle permet donc 1’ancrage des cellules endothéliales, grace a I’interaction entre

la laminine et I’intégrine des cellules endothéliales (Hawkins and Davis, 2005).

Au niveau de son role au sein de la BHE, la membrane basale semble favoriser
I’expression de protéines de jonctions de 1I’endothélium (Savettieri et al., 2000). Leurs
connexions semblent également activer différentes voies de signalisations
intracellulaires (Tilling et al., 2002). Ainsi ’altération de la laminine peut permettre le
passage de péricyte d’un état de repos a un phénotype contractile, entrainant alors une
diminution de I’expression de protéines de jonctions (Yao et al., 2014). En condition
pathologique, la perte de stabilité de cette membrane basale conduit a une
augmentation de la perméabilité de la BHE, et donc a posteriori a la rupture de cette
BHE (Jian Liu and Rosenberg, 2005; Lakhan et al., 2013; Rascher et al., 2002; Wang
and Shuaib, 2007).

8. La modélisation in vitro

La BHE est la premiere ligne de défense du SNC, c’est pourquoi dans de
nombreuses pathologies, elle est aussi la premiére affectée. Comme décrit
précédemment la barriere hématoencéphalique a une organisation complexe,
composée de plusieurs types cellulaires qui vont permettre le maintien et la régulation
de la fonction de cette BHE. Cette complexité rend également difficile le traitement
d’un certain nombre de pathologies, telles que le SAOS. Afin d’améliorer I’efficacité
des traitements, il est necessaire de mieux comprendre les mecanismes mis en jeu au
niveau de la BHE. La complexité des interactions aux niveaux des structures du
cerveau et de la BHE rend leurs études in vivo difficiles. C’est pourquoi on a vu
émerger des modeles in vitro, qui sont aujourd’hui de plus en plus développés, du fait
de leurs reproductibilités, de leurs caractéres contr6lables, de leurs colts mais
également des questions éthiques moins contraignantes. Grace a ces modeles in vitro,
nous sommes aujourd’hui capables d’étudier des mécanismes cellulaires et
moléculaires ciblés, tout en restant proche de la physiologie in vivo (Cecchelli et al.,

2007). Ils ont permis 1I’amélioration des connaissances pendant de nombreuses années,
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notamment sur la régulation des pompes d’efflux et sur la contribution des différents
types cellulaires dans le fonctionnement de la BHE (Ogunshola, 2011). Ces modéles
restent néanmoins une premiere approche de 1’organisation complexe du cerveau et de
ses structures, qu’il est nécessaire de compléter par des études plus physiologiques et
intégratives avec des modeles in vivo. Ces différents modeles de BHE in vivo et in
vitro ont fait 1’objet d’une revue récente par Jackson et al. en 2019 (Jackson et al.,
2019).

La BHE sépare deux compartiments, le compartiment sanguin et le compartiment
cérébral. Afin de pouvoir étre représentatif, les modeles in vitro de la BHE doivent
prendre en considération ces deux compartiments, d’ou ’utilisation d’un insert, c¢’est-
a-dire une membrane micro poreuse, qui permet de créer des échanges entre les
compartiments, mais qui limite la migration cellulaire entre ces compartiments.
Néanmoins, afin de faire des recherches a partir de ces modeéles, il existe des critéres
d’acceptation, justifiant que le modéle soit proche des conditions in vivo.

Le premier critére, qui est de loin, I’un des plus importants, est 1’étanchéité (Naik
and Cucullo, 2012). On évalue cette étanchéité de deux maniéres, d’une part en
mesurant la résistance €lectrique transendothelial (TEER) et d’autre part en mesurant

la perméabilité membranaire avec des marqueurs spécifiques.

La TEER se mesure a I’aide de 2 ¢lectrodes, I’une plus grande que 1’autre, ces deux
électrodes vont aller de part et d’autre de 1’insert. La TEER informe sur le passage des
ions par la voie paracellulaire. Plus cette TEER augmente, plus le modéle est étanche.
Cependant cette mesure reste peu reproductible, elle dépend de 1’expérimentateur, et
de parametres tels que la température. En fonction du type de modéle cellulaire la
TEER attendue est, en fonction de la littérature, différente. En effet, pour le modele de
BHE humaine une TEER d’environ 40 Q/cm? a été acceptable (Eigenmann et al., 2013;
Helms et al., 2016), tandis que pour un modele murin de qualité la TEER avoisinait
les 100 Q/cm? (Naik and Cucullo, 2012).
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Instruments

Figure 19 : Photo de I’appareil de mesure de la résistance électrique transendothelial utilisé pour

valider les modéles in vitro mis en place.

La perméabilité membranaire apparente informe quant a elle sur la capacité des
petites molécules hydrophiles, tels que le sodium fluorescéine (Na-Fl: 376 Da) a
traverser cette barriére, et ce, sans 1’utilisation des transporteurs spécifiques tels que
les pompes d’efflux (Wilhelm and Krizbai, 2014). Pour étre validée, la perméabilité
du modéle mise en place doit étre proche de celle retrouvee in vivo, c’est-a-dire dans
un ordre de grandeur de x.10°cm.s™ (Bickel, 2005; Wilhelm and Krizbai, 2014). Cette
mesure de perméabilité apparente permet d’estimer la quantité de substrats
fluorescents qui a traversé la voie paracellulaire de I’endothélium. Une augmentation
de cette perméabilité apparente est le reflet d’une modification de I’intégrité de cette

voie au sein de 1’endothélium.

En corrélation avec la mesure de la perméabilité apparente, 1’évaluation de
I’expression des jonctions serrées est nécessaire. En effet, comme décrit
précédemment la forte étanchéité est rendue possible grace a la présence de protéines
de jonctions au niveau de la BHE, dont les plus représentatives sont les jonctions
serrées, comme les Zonula : ZO-1, et les Claudines : claudin-5 (Naik and Cucullo,
2012). Généralement étudié en western blot, en gPCR ou encore en cell-ELISA, on
peut également les observer par imagerie en microscopie confocale, nous avons pris
dans nos travaux évaluer I’expression des jonctions serrées de notre modéle en utilisant

une technique ELISA sur cellules entieres.

De plus, la description de la barriere hématoencéphalique en début de chapitre,

nous montre 1’importance de la voie transcellulaire, et notamment 1’importance des
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pompes d’efflux au niveau de la barriére hématoencéphalique. C’est pourquoi, il est
important que le modeéle in vitro mis en place exprime les pompes d’efflux telles que
P-gp et BCRP et que celles-ci soient fonctionnelles. Les ABC-transporteurs sont
importants pour 1’étude de la toxicité et le développement de thérapeutiques
médicamenteuses (Helms et al., 2016). On étudie leurs expressions avec les mémes
techniques que pour les jonctions serrées (dans notre travail par la technique de cell-
ELISA). Leur fonctionnalité est mesurée par 1’évaluation de I’accumulation de
substrats spécifiques en présence ou non d’inhibiteurs spécifiques. Chacune des
protéines de transport possédant son inhibiteur spécifique, KO-143 pour la protéine
BCRP, vérapamil pour la protéine P-gp et probenécide pour la protéine MRP-1. Afin
de mesurer I’accumulation avec des inhibiteurs il est nécessaire que ces protéines de
transports prennent en charge un substrat, les protéines P-gp et BCRP partagent le
méme substrat : la rhodamine-123. Les protéines MRP-1 quant a elles, prennent en
charge le substrat BCECF-AM. Dans les études d’accumulation, ces substrats sont
fluorescents et 1’on mesure la fluorescence accumulée a ’intérieur de la cellule en
présence ou non d’inhibiteurs. En présence de I’inhibiteur, I’accumulation du substrat
devrait étre augmentée en comparaison des conditions sans inhibiteur. Dans cette

situation, la protéine de transport sera considérée comme fonctionnelle.

Ainsi un modéle de BHE ne pourra étre validé que si I’on a en plus d’une
bonne étanchéité, validé I’expression des protéines de jonctions serrées et des

protéines de transports.

Dans le cadre de la mise en place d’un mod¢le in vitro de BHE de nombreuses
questions se posent, notamment sur le choix des cellules, le choix du type de membrane
de I’insert et également sur la taille des pores membranaires. Une fois ces différents

choix effectués, il est possible de cultiver les modeles sous différentes conformations :

+ La monoculture, c’est-a-dire que ’on utilise un seul type de cellules,
généralement les cellules endothéliales, que I’on cultive en monocouche
sur filtre.

+ Laco-culture, qui nécessite I’utilisation de deux types cellulaires que nous

détaillerons dans le paragraphe 8.1.
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+ La tri-culture, qui est la plus complexe des conformations in vitro et qui
permet d’associer 3 types cellulaires différents, tels que les cellules

endothéliales, les péricytes et les astrocytes.

A : monoculture B : coculture C : triculture

Figure 20 : Représentation schématique des différentes conformations de culture cellulaire sur
insert. A. Monoculture B. Coculture C. Triculture. Dans chacun des cas sont représentés en gris clair
la monocouche de cellules endothéliales coté luminal et en gris foncé et bleu les autres types cellulaires

utilisés (par exemple les astrocytes ou/et les péricytes)

Plus le modele est complexe, plus on se rapproche des modéles in vivo mais plus
il est difficile de déterminer I’impact individuel des différents types cellulaires. De
plus afin d’étre encore plus proche des conditions physiologiques in vivo, il est possible
de créer des modeéles plus dynamiques, dans lesquels a I’inverse des modéles statiques
classiques, on induit un mouvement, par exemple du shear stress au niveau de

I’endothélium micro-vasculaire.

Toutes ces caractéristiques sont des questions que 1’on doit se poser lorsque 1’on
souhaite mettre en place des modeles in vitro de BHE, afin de répondre au mieux a la
question scientifique que 1’on se pose. Au cours de cette thése nous n’avons pas
développé de modele, nous utilisons des modeles déja mis en place au sein du
laboratoire, montrant ainsi leur intérét mais également leurs reproductibilités avec un
expérimentateur différent et une question scientifique différente. Dans les paragraphes
8.1, nous decrirons les caractéristiques spécifiques des deux modeles utilisés dans nos
travaux, en adéquation avec les attentes d’un bon modeéle in vitro de BHE, ainsi que

leurs avantages et leurs inconvénients
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8.1 Les modeéles in vitro de coculture

Les deux modeles utilisés sont des modeles de co-culture, ils sont différents des
modeles de monoculture de par la prise en compte des interactions et communications
intercellulaires impliqués par 1’organisation de la BHE. La monoculture a été
développée par Bowman en 1983, avec la mise en place d’une monocouche de cellules
endothéliales bovines. L’avantage d’un mod¢le de monoculture est sa simplicité, il
permet de réaliser des études de perméabilité, ainsi que des études sur les ABC-
transporteurs (Berezowski et al., 2004). Cependant, ce type de modele en monoculture
limite 1’é¢tude de I’intégrit¢ de la BHE car elle ne prend pas en compte la
communication intercellulaire avec les péricytes et les astrocytes par exemple. Cette
communication implique la mise en place de nouveaux types de modeéles in vitro, les

modeles de coculture.

L’intérét du mod¢le de coculture est de se rapprocher plus fidelement de la barriére
hématoencéphaligue, en cultivant les cellules endothéliales, qui jouent le rdle principal
dans la formation de la BHE, avec un autre type cellulaire connu pour communiquer
avec les cellules endothéliales et favoriser I’'imperméabilité paracellulaire de
I’endothélium cérébral. Comme cité précédemment différents types cellulaires sont
amenés a communiquer avec les cellules endothéliales mais dans le cadre de ces
travaux c’est la communication entre les astrocytes et les cellules endothéliales qui
nous intéressera. A I’heure actuelle, les astrocytes sont ceux qui ont permis la mise en
place de nombreux modeles de coculture (Deli et al., 2005; Wilhelm et al., 2011).
Comme décrit dans le paragraphe 3 de ce chapitre 2, les astrocytes jouent un role
important dans le maintien de la fonction de la BHE, dans son étanchéité et dans
I’expression et la synthése des protéines et/ou facteurs de régulation de la BHE (Naik
and Cucullo, 2012). Nous avons ainsi mis en place des modéles de co-culture utilisant

les astrocytes et les cellules endothéliales.
Dans la littérature 3 modeles différents de co-culture sont retrouvés :

+ Le modele de co-culture en contact: qui met en relation directe les
cellules endothéliales et les astrocytes, en les cultivant de part et d’autres
de la membrane poreuse. Les cellules endothéliales sont cultivées sur la

face luminal (apical) et les astrocytes sur la face abluminal (basal).
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Or, les cellules gliales sont capables de sécréter des facteurs solubles (Wilhelm and
Krizbai, 2014), qui induisent I’augmentation de 1’étanchéité de 1’endothélium. Et ¢’est
ce principe qui a permis le développement de modele dit « non contact » ou en en
milieu conditionné (He et al., 2014; Puech et al., 2018a; Rubin et al., 1991).

+ Le modele de co-culture en milieu conditionné : met en relation les
cellules endotheéliales avec le milieu de culture des astrocytes,
préalablement récupéré dans les flasques de maintien de culture. Les
cellules endothéliales sont mises en culture du co6té luminal sur la
membrane de I’insert et le milieu conditionné est déposé dans le puit des
plagues compagnons.

+ Le modele de co-culture non contact: met pour sa part en relation
indirecte les cellules endothéliales et les astrocytes. Les cellules
endothéliales sont cultivées sur la membrane de I’insert, tandis que les

astrocytes sont cultivés dans le fond du puits des plagues compagnons.

A B C

Figure 21 : Représentation schématique des différentes conformations de co-culture. A. Co-culture
en milieu conditionnée B. Co-culture non contact C. Co-culture en contact. Dans chacun des cas sont
représentés en gris clair la monocouche de cellules endothéliales c6té luminal et en gris foncé 1’autre

type cellulaire utilisé (par exemple les astrocytes) ou son milieu dans le cas du A.

Le but de nos travaux de recherche au sein du laboratoire porte sur I’impact d’une
pathologie, le SAOS et de ses mécanismes sous-jacents sur I’intégrité d’un modéle in

vitro de BHE, dans I’objectif final de développer des thérapeutiques medicamenteuses.
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Pour cela il est nécessaire de mettre en place un modéle cellulaire représentatif des
caractéristiques de la BHE, qui soit stable dans le temps afin de permettre des études
sur des temps longs, mais également qu’il soit reproductible avec des expérimentateurs
différents et des mécanismes étudiés différents. De plus le modéle développé devra
permettre, d’une part I’é¢tude de 1’intégrité de I’endothélium, donc avec une étanchéité
paracellulaire et des jonctions intercellulaires, et d’autre part 1’étude de potentiel

médicaments et donc la présence de protéines de transport fonctionnelles.

Le premier modele mis en place est un modéle murin de co-culture en contact
entre les astrocytes et les cellules endothéliales, développé dans le but de pouvoir
comparer les résultats obtenus a un projet futur de modeéle in vivo soumis a un stress

correspondant & un syndrome d’apnée du sommeil.

Pour la mise en place de ce modele une lignée immortalisée de cellules
endothéliales de souris b.End.3 et d’une lignée cellulaire d’astrocytes de rat (C6 qui
est la lignée astrocytaire la plus commune dans les modeéles murins (Chatard et al.,
2016; Cioni et al., 2012; Hu et al., 2010) ont été utilisées. Les b.End.3 sont souvent
utilisées dans la littérature, car elles sont décrites comme possédant les caractéristiques
requises pour un bon modéle de BHE (Wuest and Lee, 2012) et notamment leurs
caractéristiques paracellulaires (Watanabe et al., 2013). Dans le modéle mis en place,
les cellules astrocytaires (C6) ont été ensemencées sur la face abluminale. Une fois
que ces cellules astrocytaires ont adhéré les cellules endothéliales sont ensemencées
sur la face luminale. Le contact entre les cellules, permet aux pieds astrocytaires
d’entrer en contact direct avec les cellules endothéliales, favorisant alors
I’imperméabilité de la BHE avec une augmentation de la TEER et de la perméabilité.
Le contact entre ces cellules a montré une augmentation de la TEER, qui se rapproche
de 80Q/cm? et une perméabilité au Na-FI de I’ordre de 10°cm.s™ comparé a une
monoculture simple (Chatard et al., 2016). De plus il a été montré que ce modele
exprimait des protéines de jonction serrées de type ZO-1, Claudin-5, et des protéines
de transport de la famille des ABC, et que ces derniéres étaient fonctionnelles (Chatard
et al., 2016, 2017). Ce modele de co-culture en contact répond donc aux
caractéristiques requises pour étre un bon modele d’étude : I’expression de jonctions

importantes dans le fonctionnement de la BHE (Naik and Cucullo, 2012), mais
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également 1’expression d’ABC-transporteurs fonctionnels (Dombrowski et al., 2001,
Schinkel, 2001).

Ce modele répond aux criteres attendus pour un mode¢le de BHE, TEER d’environ
100Q/cm? (Naik and Cucullo, 2012) et une perméabilité de 1’ordre de 10®cm.s*
(Wilhelm and Krizbai, 2014), ainsi que I’expression des protéines d’intéréts. Ce
modele est facile a mettre en place, rapide avec 1’obtention du modele en 8 jours.
Cependant il possede ses limites. En effet ce modéle ne prend en considération que la
communication entre les cellules endothéliales et les astrocytes, mais pas I’impact des
péricytes, qui ont ét¢ montré comme jouant un réle dans le maintien de I’homéostasie
(Vandenhaute et al., 2011). Ce modele est un modéle statique, qui ne prend pas en
compte la force de cisaillement entrainée par le flux sanguin dans les vaisseaux,
autrement appelée shear stress, qui a été décrit pour son role dans I’induction et le
maintien des caracteéristiques de la barriére hématoencéphalique (Prabhakarpandian et
al., 2013). Néanmoins ce modele peut étre utilisé comme un modéele d’étude de
pathologies et de leur impact sur I’intégrité de la barriére, car il exprime les protéines
d’intéréts et refléte les caractéristiques d’un bon modele de BHE. Cependant il est
recommandé de valider par la suite les résultats avec des cellules humaines et des
modeles in vivo car il existe des différences entre les espéces malgré une homologie
importante (He et al., 2014).

Les C6 Sﬂnt’ " C6 adheérent
ensemences coté endant 6h
abluminal 2370(: ([ I 1

= =

@ Uinsert est retourné,

et les cellules
proliferent pendant
2 jours

Co-culture laissé <:|
pour 8 jours <::’

Les bEnd.3 sont
ensemencés coté
luminal

Figure 22 : lllustration schématique de la mise en place du modeéle in vitro de co-culture en contact

d’une BHE murine.
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Le deuxiéme modéle utilisé dans ces travaux est un modeéle de co-culture en
milieu conditionné humain. Ils reposent sur le fait que les cellules gliales sont
capables de sécréter des facteurs solubles (Wilhelm and Krizbai, 2014), qui induisent
I’augmentation de I’étanchéité de 1’endothélium. Comme le modéle précédent, il est
nécessaire que ce modeéle réponde a des critéres définis : il doit étre cultivé sur une
membrane poreuse, afin de mimer les compartiments cérébraux et vasculaires. Sa
perméabilité doit étre faible de 1’ordre de 10%cm.s™ vis-a-vis d’un composé hydrophile
de petite taille, tels que le sodium-fluorescéine : Na-FI. 1l doit exprimer des protéines
de jonctions serrées et des protéines de pompe d’efflux doivent étre présentes. Pour ce
modéle de co-culture en milieu conditionné, les cellules endothéliales, Hbec5i (Human
Brain Endothelial Cell) qui est une lignée immortalisée, forme avec la lignée cellulaire
d’astrocyte HA (Human Astrocyte) le modele de BHE. Les cellules endothéliales sont
mises en culture sur la membrane poreuse face luminale, et dans le puit face abluminale
le milieu astrocytaire est ajouté. Ce milieu astrocytaire, dit milieu conditionné, est un
milieu qui a été placé pendant au moins 48h en contact avec les cellules astrocytaires,
ce qui est le temps considéré comme nécessaire pour la sécrétion des facteurs solubles
impliqués dans I’induction de la barriere (Puech et al., 2018b). Dans ce modele,
comme dans le modéle murin, les caractéristiques nécessaires pour la conformité d’un
bon modéle in vitro ont été évaluées et validées. Ce modéle exprime des protéines de
jonctions serrées et des ABC-transporteurs fonctionnels, la mesure de perméabilité est
en accord avec la littérature soit environ 40Q/cm?. Ce modeéle a fait 1’objet d’un article
confirmant qu’il respecte les caractéristiques requises par Puech et al en 2018 (Puech
etal., 2018b).

Ce modele posséde 1’avantage d’étre stable pendant plusieurs jours (environ 4
jours), ce qui permet d’évaluer I’effet de molécules d’intérét pendant un temps
d’exposition plus long. C’est un modéle qui permet des études pharmacologiques et
qui répond aux attentes d’une barriére hématoencéphalique, avec une augmentation de
la fonctionnalité des ABC-transporteurs en présence du milieu astrocytaire, ce qui
refléte I’importance des astrocytes dans les modeles (Berezowski et al., 2012).
Cependant bien que ce modele se rapproche de la physiologie, nous ne pouvons étudier
que I’impact sur I’endothélium cérébral, or comme pour le modeéle décrit
précédemment, la BHE est une organisation complexe entre différents types de

cellules, qui interagissent les unes avec les autres.
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Figure 23 : Illlustration schématique du modele in vitro de coculture en milieu conditionné de BHE

humaine.

Il est donc possible de complexifier ces deux modeéles que ce soit avec de la
triculture en ajoutant les péricytes, qui jouent eux aussi un role important dans la
formation et le maintien de la BHE, soit en mettant directement en contact les
astrocytes humains et leurs cellules endothéliales (Al Ahmad et al., 2011). On peut
également intégrer du shear stress. Cependant ces deux modeéles se sont montrés
conformes aux attentes d’un bon mod¢le in vitro de BHE, avec une perméabilité
apparente de 1’ordre de 10%cm.s?, et la présence des protéines d’intéréts. De plus avec
ces travaux de thése, nous mettons en avant un point essentiel pour un modeéle, la
reproductibilité. Nous montrons grace a cette thése que ces deux modeles peuvent étre
utilisés par un expérimentateur différent dans un contexte de recherche différent, tous
en confirmant leur bonne conformité face aux attentes d’un bon modele d’étude in
vitro de la BHE.

L’unité neurovasculaire est donc une unité multicellulaire, qui représente les
communications intercellulaires dans le contexte de la barriere hématoencéphalique.
Celle-ci étant considérée comme 1’une des principales structures protectrices du SNC,
son étude est importante dans le cadre physiologique et/ou pathologique. Nous
montrons dans ce chapitre que des modeles in vitro de BHE peuvent étre mis en place
selon différentes conformations afin d’étudier les mécanismes impliqués dans
certaines pathologies. Or dans une situation pathologique telle que le syndrome

d’apnée obstructive du sommeil, des mécanismes patho-physiologiques passant par la
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libération de biomarqueurs spécifiques peuvent influencer les caractéristiques
physiologiques de la BHE. Ce sont ces différents biomarqueurs que nous allons décrire

dans le chapitre 3.
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Chapitre 3 : Mécanismes impliqués dans le

SAOQS et la barriere hématoencéphalique

Nous avons décrit la barriere hématoencéphalique comme 1’'un des premiers
systemes de défense de 1’étre humain et du SNC, ce qui rend son étude en condition
pathologique importante. Il est a ce stade nécessaire de compléter les informations déja
acquises sur sa dérégulation et sur son réle dans les risques neurovasculaires et
neurocognitifs associés a de nombreuses pathologies. Ces risques neuronaux sont
retrouvés dans le cadre du syndrome d’apnée obstructive du sommeil, qui est I’une des

thématiques centrales du laboratoire SNA-EPIS.

Le syndrome d’apnée du sommeil est défini comme la répétition de micro-arréts
respiratoires au cours du sommeil, engendrant une diminution de 1’apport en oxygéne
c’est-a-dire une hypoxie, mais également des micro-éveils c’est-a-dire une
fragmentation du sommeil. Ces deux conséquences physiopathologiques entrainent
des complications cardiovasculaires et cérébrovasculaires, associant alors le SAOS
avec une augmentation des risques d’infarctus, d’accidents vasculaires cérébraux, ou
encore de diabéte. Ces conséquences « directes » combinées aux complications

associees au SAOS, influencent la réponse inflammatoire de notre organisme.

Dans ce chapitre nous nous intéresserons a I'influence de cette hypoxie
intermittente, qui est I’une des conséquences « directes » du SAOS. Mais également
aux conséquences de 1’inflammation, conséquences « indirectes » du SAOS sur le
systéeme nerveux central et en particulier de leurs actions connues au niveau de

I’intégrité de 1I’endothélium cérébral de la BHE.
1. L’hypoxie intermittente et la BHE

Tout d’abord afin de pouvoir étudier les conséquences d’une hypoxie, qu’elle soit
aigue ou intermittente, il est nécessaire d’utiliser et/ou de développer des méthodes
d’induction de cette voie, notamment en induisant I’activation de la voie HIF-1, qui

est la principale voie de I’hypoxie décrite dans le chapitre 1.
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A I’heure actuelle, différentes méthodes sur des mod¢les in vitro ont déja été
développées et utilisées dans le but d’évaluer 1’impact cellulaire et/ou moléculaire
d’une hypoxie cellulaire. Au cours de nos travaux, les deux méthodes décrites ci-
dessous nous ont particulierement intéressées, chacune permettant a sa facon

d’intervenir sur la voie HIF-1.

Tout d’abord I’induction grice aux ENCEINTES HERMETIQUES, ou hypoxie
physique : ¢’est I’une des méthodes les plus utilisés que ce soit en in vivo ou in vitro.
Elle permet I’induction d’une hypoxie en faisant varier les pressions partielles en
oxygene et dioxyde de carbone. Pour cela, les systémes d’enceintes sont reliés a des
réserves de gaz calibrées, permettant la variation des pressions partielles. Ces gaz sont
I’oxygene, le dioxyde de carbone, et 1’azote qui permette de réguler les taux a
I’intérieur de D’enceinte hermétique. L’avantage de ces enceintes est qu’elles
permettent un contréle efficace des pourcentages du mélange gazeux, de I’humidité et
de la température a I’intérieur de I’enceinte. Ces parameétres sont majeurs en culture
cellulaire. Cependant ces dispositifs sont couteux et la possibilité de faire des cycles
hypoxiques courts restent limitée et nécessite des adaptations de 1’expérimentateur.
Depuis les années 2000, des études utilisant ce type de dispositif émergent, des études
sur des cellules endothéliales bovines soumises a une hypoxie aigue de 24h grace a
une enceinte (Fischer et al., 2000), afin de maintenir une fraction d’oxygene de 2%, en
modifiant la concentration d’azote (93%) et de dioxyde de carbone (5%). D’autres
études sur des modeles in vitro de tri-culture ou monoculture de barriere
hématoencéphalique, soumise a 1% de fraction d’oxygene durant 48h ont montré des
altérations de la barriere hématoencéphalique (Al Ahmad et al., 2011; Engelhardt et
al., 2014). D’autres études encore sur des modéles murins de BHE soumis a une
hypoxie cyclique en oxygéne de 1% pendant 15 secondes et 21 % durant 3min
(Adhikary et al., 2001) ou a 5% durant 35 minutes et 21% durant 25 minutes (Gozal
et al., 2005), montrent des modifications structurales de la BHE, mais démontrent
également les grandes possibilités de création de cycle grdce a ces enceintes.
Cependant les enceintes nécessitent un temps d’adaptation long pour passer de 1-5%
a 21% qui doit étre pris en compte. Bien que ce dispositif soit trés utilisé pour des
études d’hypoxie aigue, ce dispositif reste trés complexe pour induire une hypoxie
intermittente chronique (répétée), c¢’est pourquoi d’autres méthodes d’induction ont

été développées.
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L’induction PAR AGENTS CHIMIQUES, fait partie de ces méthodes. Cette
méthode d’induction est principalement liée a I’inhibition de certains participants a la
voie de I’hypoxie HIF-1 et notamment de I’enzyme PHD. En inhibant cette enzyme
on empéche la dégradation de la sous-unité a de HIF-1, qui pourra alors former son
hétérodimére avec HIF-1pB. Cette inhibition permet de créer artificiellement un
environnement hypoxique. C’est une bonne méthode alternative pour améliorer les
connaissances sur 1’effet de I’hypoxie sur des mode¢les in vitro. Les agents chimiques
les plus utilisés sont le chlorure de cobalt, le déferoxamine, mais également
I’hydralazine, qui ont des effets cellulaires assez similaires a 1’hypoxie physique
(Chatard et al., 2017; Engelhardt et al., 2014). Cependant le chlorure de cobalt montre
une cytotoxicité non négligeable ce qui limite son utilisation (Cervellati et al., 2014),
c’est la raison qui nous a amené a nous intéresser a un autre agent chimique,
I’hydralazine. L’hydralazine est un vasodilatateur utilisé anciennement en clinique qui
agit en inhibant ’enzyme PHD, ce qui permet le passage de HIF-1a dans le noyau
(Knowles et al., 2004). L’induction chimique n’induit pas de changement de pression
partielle, ce qui limite ’interprétation de ces résultats. Cependant, cette méthode reste
néanmoins une méthode tres contrdlable et reproductible. De plus son effet sur la voie
hypoxique HIF-1 est réversible aprés quelques heures, ce qui permet d’envisager de
mimer une hypoxie intermittente qui alterne des cycles « longs » hypoxiques et
normoxiques (Chatard, 2017; Chatard et al., 2016) .

Ces deux méthodes d’inductions de 1’hypoxie agissent par I’intermédiaire de la
voie HIF-1. Cette voie de signalisation hypoxique peut faire 1’objet de methodes
d’inhibition. Ces inhibitions sont dépendantes d’agents chimiques, qui peuvent étre de
différents types tels que le 2Me2 (méthoxyestradiol), ou encore I'YC-1 (3-(5°-
hydroxyethyl-2’-furyl)-1-benzylindazole. Ces différents agents chimiques inhibent
I’expression et/ou I’activité de HIF-1a (Engelhardt et al., 2014; Melillo, 2007; Yeh et
al., 2007).

La molécule YC-1 est I’agent chimique qui nous intéressera dans ces travaux. Il
agit en inhibant la dégradation de HIF-la par le protéasome, ce qui permet la

dimérisation de ce dernier avec HIF-1p et donc favorise son action sur les génes cibles.
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L’inconvénient de cet inhibiteur est qu’il semble étre impliqué dans d’autres voies

biologiques, et serait donc un inhibiteur non sélectif de la voie HIF-1a.

Oxygéne Hypoxie

INHIBITION de la PHD

PHD

Adroxylation des prolines
HIF-1a

/

Reconnaissance
par VHL

—_—
Ubiquitination et
formation du complexe
avec E3 ligase

(p)
HIF-l1o—/  HIF-1B

Dégradation
paile
protéasome

Complexe HIF-1a./ B

\

HRE

Dégradation
parle
protéasome

Activation génes
cibles

Voie Normoxique Voie Hypoxique

Figure 24 : lllustration schématique de la voie HIF-1 que ce soit en hormoxie ou en hypoxie. En
condition de normoxie, grace a la détection d’oxygéne 1’enzyme PHD va venir hydroxyler la sous-unité
a, ce qui va conduire a la formation d’un complexe HIF-1a-VHL-E3 qui sera dégradé par le protéasome.
En présence d’YC-1 (hypoxie) la PHD ne joue plus son role il y a donc pénétration de la sous-unité o
dans le noyau, ou elle formera un complexe avec HIF-1f. Ce complexe va activer des éléments de

réponses HRE qui vont alors activer les génes cibles.

Les études concernant I’hypoxie intermittente et son inhibition sont peu
nombreuses sur des modéles in vitro de BHE. Cette barriére étant I’une des cibles
potentielles pour expliquer les conséquences neurocognitives des patients atteints de
SAOS (Lim and Pack, 2014). Cette hypothése pourrait se confirmer par des etudes en
imagerie volumique montrant une hypertrophie et une hypotrophie de certaines
régions proches de I’hippocampe, cette hypotrophie étant possiblement liée a une perte
cellulaire et donc a une lésion du tissu cérébral (Palomares et al., 2015). Xia Dong et
al. se sont intéressés a 1’effet de ce type de stress hypoxique sur un modele de cellules
endothéliales cérébrales de rat. Ils montrent qu’apres 8 jours d’hypoxie intermittente
I’expression de protéines telles que P-gp est augmentee, ce qui pourrait expliquer la

pharmaco-résistance observee dans ce contexte (Xiao-Dong et al., 2008). Des résultats
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similaires sur I’augmentation de I’expression des pompes d’efflux ont été observés sur
d’autres modeéles in vitro de BHE (Phillips et al., 2004), dont un modéle de co-culture
entre astrocyte et les cellules endothéliales soumis a une hypoxie induite par un agent
chimique (Chatard et al., 2016). Au niveau de 1’intégrité paracellulaire, ¢’est-a-dire de
la perméabilité et I’expression des protéines de jonctions serrées, Chatard et al. a
également montré qu’une hypoxie intermittente induite par agent chimique, entraine
une diminution de 1’expression des jonctions serrées tels que ZO1 et claudine-5
(Chatard et al., 2016). Ces résultats ont été également observé dans des études portant
sur des pathologies associées a un dysfonctionnement axonal et des modifications des
capacités cognitives (Kim et al., 2015), assez similaires a celles observées dans le
SAOS.

Ces résultats tendent a montrer que I’activation des genes cibles par le dimere HIF-
1 o/p entrainerait I’altération des voies paracellulaires et régulerait 1’activité de la voie
transcellulaire, impactant aussi le systeme nerveux central, pouvant expliquer une
certaine pharmaco-résistance. Or dans le cadre du SAOS, de nombreuses recherches
portent sur [’amélioration et/ou la découverte de nouveaux traitements
pharmacologiques permettant de limiter les conséquences de ce SAOS. Dans cette
perspective, des études qui consistent a inhiber la voie HIF-1 sont menées. En 2007,
Yeh et al. ont montré que I’utilisation de YC-1 comme inhibiteur, prévient
I’augmentation de la perméabilité de I’endothélium de rat aprés une hypoxie aigue
(Yehetal., 2007). Par la suite Engelhardt et al. ont confirmé ces résultats en comparant
I’YC-1 et le 2Me2 suite a une hypoxie aigue. Ainsi apreés l’utilisation de ces
inhibiteurs, ils observent une délocalisation de ZO-1 et de Claudine-5 (Engelhardt et
al., 2014). L’inhibition de la voie hypoxique par des agents chimiques, préviendrait
donc potentiellement I’altération de la barriere hématoencéphalique (Yang et al.,

2015).

Ces études suggerent une prévention liée a une inhibition de la voie hypoxique sur
I’intégrit¢ de la BHE, ce qui est un point intéressant pour la mise en place de
thérapeutiques. Elles mettent également en évidence que I’hypoxie intermittente et
notamment ’activation de la voie HIF-1a a une part importante dans la dérégulation
endothéliale. Des mécanismes et/ou voies différentes semblent intervenir en faveur de

cette dérégulation de 1’endothélium cérébral comme par exemple la réponse
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inflammatoire (cf le chapitre 1), qui est une conséquence indirecte mais importante au
cours d’un SAOS, avec notamment des concentrations sanguines ¢levées en CRP ou

en cytokines proinflammatoires chez des patients atteints d’un SAOS.
2. L’inflammation et la BHE

Le lit vasculaire, ou se situent les cellules endothéliales, a un réle inducteur sur
I’endothélium et sa fonction (Hawkins and Davis, 2005). En comparaison avec
I’endothélium périphérique, 1’endothélium cérébral semble plus résistant aux
médiateurs de I’inflammation (Hickey, 2001). Cette résistance a été attribuée aux
caractéristiques paracellulaires, c’est-a-dire la restriction du passage a travers le
vaisseau cérébral de la BHE. L’inflammation de 1I’endothélium cérébral peut prendre
diverses origines (Abbott, 2000). L’altération ou le déséquilibre locale en cytokines,
une infection virale, I’action des radicaux libres peuvent activer I’endothélium du tissu
cérébral et par conséquent altérer les fonctions cellulaires. La source principale des
agents inflammatoires provient des cellules appartenant a 1’unité neurovasculaire, se
situant au voisinage de I’endothélium (Minagar and Alexander, 2003). De nombreuses
preuves montrent que les médiateurs inflammatoires ne sont pas uniquement liés aux

Iésions du tissu cérébral.

La libération des cytokines proinflammatoires perturbent la structure de la BHE et
dérégulent 1’expression des protéines de transports. Ceci pourrait étre associ¢ a des
troubles neurocognitifs ultérieurs (Tuttolomondo et al., 2008). Des études in vivo
montres par exemple que 'injection de médiateurs inflammatoires dans les pattes
arrieres de rongeur vont augmenter le passage du sucrose au niveau de la BHE,
influencant ainsi la perméabilité de cette barriére (Huber et al., 2001). D’autres études
montrent le lien entre la diminution de I’expression de ZO-1 et occludine au niveau
membranaire et la diminution de leur association avec le cytosquelette d’actine (Huber
etal., 2002). Des observations similaires démontrent que I’initiation de I’inflammation
induit, sur I’intégrit¢ de la BHE, un déclin associé a la perte de fonction de cette
barriere (Megyeri et al., 1992). Cette ouverture est une fenétre pour la penétration des
cellules leucocytaires mais aussi des substances potentiellement néfastes pour le
cerveau, qui représenteront des signaux de certaines voies de transduction induisant
des dommages supplémentaires (Kim et al., 1992). De nombreuses explications ont

¢été présentées, afin d’expliquer 1’apparition d’un stade inflammatoire de cette barricre
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incluant la rupture naturelle de la BHE dans I’ischémie, la sclérose en plaque ou encore
la maladie d’Alzheimer (Petty and Lo, 2002). L’inflammation peut entrainer des
dommages endothéliaux avec une modification de 1’apoptose et du fonctionnement
mitochondrial (Cardoso et al., 2012), mais aussi de 1’organisation des jonctions
serrees. Des modifications non disruptives avec une régulation des ABC-transporteurs
sont également possibles (Hartz et al., 2006). De nombreux systémes de transport ont
été identifiés pour participer au passage des cytokines a travers la BHE (Banks, 2005).
La BHE offre des sites aux récepteurs des cytokines qui peuvent soit altérer la fonction
intracellulaire, soit le passage de cytokines a travers la BHE (Ericsson et al., 1995;
Nadeau and Rivest, 1999; Osburg et al., 2002). L’influence du TNF-a et de 1’IL-6, qui
sont les principaux médiateurs proinflammatoires connus pour étre impliqués dans une
possible rupture de I’intégrité neurovasculaire (Rochfort and Cummins, 2015;
Rochfort et al., 2016), a été décrite au cours de nombreuses pathologies telles que le
SAOS. De plus I’IL-17 connue pour son influence sur la BHE (Huppert et al., 2009;
Kebir et al., 2007) et retrouvée augmentée dans le sérum du SAOS de forme
pédiatrique (Anderson et al., 2014; Huang et al., 2016). Nous nous sommes donc
principalement intéressés a leurs impacts respectifs au niveau du systéme nerveux
central et de la BHE.

2.1 Le TNF-a

La fonction biologique du TNF-a dans le systéme nerveux central n’est
considérée que depuis 1987, quand Frei-Sirpl et al ont découvert que la microglie
produisait du TNF-o (Frei et al., 1987). Depuis, il a été démontré que d’autres
populations cellulaires du SNC en synthétisent et liberent sous forme soluble et
transmembranaire, aussi bien des astrocytes, que des neurones (Kogo et al., 2006;
Lieberman et al., 1989). La signalisation du TNF-a. joue différents roles au niveau du
SNC (Tansey and Wyss-Coray, 2008). Il peut notamment activer des populations
microgliales, astrocytaires, et étre associé a la destruction astrocytaire (Asgari et al.,
2015). Le TNF-a intervient également dans la régulation de la perméabilité de la BHE
avec une diminution de I’expression des jonctions serrées (Daniels et al., 2014). Il
aurait également un réle dans la régulation des systemes d’ABC-transport avec une
diminution de 1’expression de P-gp (Hartz et al., 2006), ou encore une augmentation

des récepteurs qui intervient dans la transcytose (Osburg et al., 2002).
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De plus, comme pour la plupart des médiateurs inflammatoires, les
déséquilibres dans les taux de ce médiateur au niveau de 1’environnement
extracellulaire entrainent des dysfonctionnements locaux. Une augmentation de
I’expression du TNF-o est rapportée dans un certain nombre de maladies
neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson, ou I’on retrouve une
augmentation du taux de TNF dans le liquide céphalorachidien (Nagatsu et al., 2000),
ou encore dans la maladie d’ Alzheimer, avec un taux sérique en TNF-a plus important
(Diniz et al., 2010; Perry et al., 2001).

De plus, dans le cadre du syndrome d’apnée obstructive du sommeil, le niveau
sérique de TNF-a est augmenté (Nadeem et al., 2013). En effet, il a été montré, d’une
part, que la fragmentation du sommeil induit une augmentation du taux de TNF-a
circulant dans le sang (Kaushal et al., 2012). Et d’autres part, des études sur I’hypoxie
intermittente impliquent également les voies inflammatoires, avec au niveau cellulaire
et extracellulaire, une augmentation du taux TNF-a, permettant de donner plus
d’impact encore a I’hypothése d’une inflammation chronique systémique de bas grade

dans un SAOS (Dyugovskaya et al., 2011; Nacher et al., 2009; Strohl, 1996).

Au niveau de I’endothélium cérébral, il a été montré que le TNF-a, entraine
une augmentation de la perméabilité paracellulaire, corrélée a une diminution de
I’expression de ZO-1 et d’une modification de son association avec l’occludine
(Rochfort and Cummins, 2015; de Vries et al., 1996). D’autres études qui portent sur
les modifications des pompes d’efflux, ont montré qu’apres un stress proinflammatoire
court, ¢’est-a-dire apres 6h d’exposition au TNF-a, I’expression de la protéine P-gp
(de la famille des ABC-transporteurs) est diminuée, tandis qu’une exposition plus

longue au TNF-a aura I’effet inverse (Hartz et al., 2006; Hawkins et al., 2010).
2.2LIL-6

Etant donné le nombre et la diversité des cellules dans lesquelles I’'IL6, est
retrouvée, son importance dans le SNC est grande. De nombreux travaux sur I’IL-6
I’identifient comme un médiateur impliqué dans de nombreuses pathologies
inflammatoires, auto-immunes et dégénératives (Van Wagoner and Benveniste, 1999).
Les cellules gliales et endothéliales sont capables de produire de I’TL-6 (Suzuki et al.,

2009). De nombreux agents issus de différentes voies de signalisation, comme le
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facteur NFkB vont entrainer une augmentation de la production d’IL-6 dans le SNC
(Van Wagoner and Benveniste, 1999). Nadeem et al. ont montré une augmentation du
taux sérique d’IL-6 chez des patients atteints d’un SAOS. Ceci est également retrouvé
pour différents biomarqueurs comme la CRP, I’interleukine-8 (Nadeem et al., 2013;
Zhong et al., 2016). De plus la réactivité d’un type de cellule donné a I’'TL-6 est corrélée
au niveau locaux des ligands-récepteurs, et 1’élévation du taux de sIL-6R a été observé
dans de nombreuses pathologies cérébro-vasculaires. Le sIL-6R est impliqué dans
différents processus physiopathologiques, ce qui est important pour les cellules

endothéliales qui manquent de t IL6R (Mérz et al., 1999).

Au niveau des cellules endothéliales cérébrales, I’IL-6 a un effet néfaste et
favorise la réponse inflammatoire prolongée. Nadeau et al. en 1999, montrent ainsi
que les cellules endothéliales possédent des récepteurs pour le TNF-a, et I’'TL-6 et leurs
présences entrainent la rupture de la BHE (Nadeau and Rivest, 1999). Il a été montré
que I'IL-6 augmente la perméabilité et induit 1’angiogenése via une libération
importante de VEGF (Nakahara et al., 2003), mais elle peut également induire la
synthése de molécule d’adhésion et de chimiokines tels que 1’IL-8 (Prudhomme et al.,
1996; Romano et al., 1997), qui sont des facteurs qui favorisent la pénétration
leucocytaire et le maintien de I’inflammation cérébrale (Huang et al., 2006). Des
déficiences endothéliales ont été observées en lien avec I’'IL-6 et dépendant de NF«xB
(Brasier, 2010). L’importante production de I’'IL-6 au niveau du SNC en fait un
élément important dans la progression des maladies du SNC. Il a été montré que lors
d’une hypoxie intermittente on observe une induction de la production d’IL-6
(Schaefer et al., 2017). Des études sur des modeles in vitro de BHE montrent une
augmentation de la perméabilité paracellulaire en association avec la modification de
I’expression de ZO-1, au méme titre que pour le TNF-a (Rochfort and Cummins,
2015), ainsi qu’un changement au niveau des pompes d’efflux. Il semblerait qu’un
traitement a 1’IL-6 diminuerait I’expression de transporteurs tels que P-gp apres 6h de

stress inflammatoire (Poller et al., 2010).
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2.3LIL-17

Si I’on surexprime 1’IL-17A dans les cellules astrocytaires du SNC, on active les
cellules gliales et on améliore la réponse neuro-inflammatoire. Les cellules du SNC
expriment les récepteurs IL-17RA et I'IL-17RC, qui forment le complexe fonctionnel
de cette cytokine (Zimmermann et al., 2013). La surexpression d’IL-17A aurait un
effet plus modéré que la surexpression d’ IL-6 (Campbell et al., 1993). Les injections
d’IL-17 dans le compartiment cérébral semblent associées a la perte de I’intégrité de
la BHE, li¢ a I’inflammation du tissu cérébral et a I’augmentation du taux sérique de
médiateurs inflammatoires dans la circulation. Cependant I’implication de I’'IL-17 a
été peu décrite. Huppert et al. ont montré que 1I’'IL-17 modifie la perméabilité de la
BHE avec un changement de distribution de ZO-1 et de Claudin-5 (Huppert et al.,
2009), tandis que d’autres études montrent dans cette condition une diminution de
I’expression de ces mémes protéines de jonctions serrées (Kebir et al., 2007). Les
LTh17 sont également capables de favoriser la production de protéines métallo-
protéase (MMP), qui induisent une destruction matricielle, impliquant secondairement
une destruction de la BHE (Chabaud et al., 1999; Miossec and Kolls, 2012). En plus
de stimuler la production de cytokines telles que I’IL-6, un traitement avec de I’'TL-17
augmente 1’impact du TNF-o, tout comme le TNF-a peut permettre d’augmenter les
effets de I’IL-17 lorsqu’ils sont associés (Amatya et al., 2017; Nichols et al., 2009),
suggérant que le role principal de I’IL-17 dans le maintien du stade inflammatoire du
SNC est de s’associer aux autres cytokines proinflammatoires, et d’étre un médiateur

de leurs sécrétions (Nichols et al., 2009).
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Figure 25 : Structure de I’TL-17 et de son interaction avec ses récepteurs IL-17 RA et RC, ainsi
que son action synergique avec le TNF-o sur la production d’TL-6 d’aprés Miossec et al. (Miossec
and Kolls, 2012). L’IL17A et I’'IL-17F peuvent former des homo- ou hétérodimére, qui se lient au
complexe du récepteur (IL-17RA-IL-17RC). La signalisation induit ’activation de la fonction de
différentes voies dont NFkB. Mais également 1’activation du TRAF6 qui induit augmente la
transcription des génes de I’IL-6. Action synergique a celle produite quand le TNF se lie a ses récepteurs
TNFR1 et TNFR2.

Dans le contexte du syndrome d’apnée obstructive du sommeil, la revue de
Nadeem et al. montre que les taux sériques de médiateurs inflammatoires tels que
I’IL-6, le TNF-o ou encore la CRP a haute sensibilité sont nettement augmentés. Et
que cette augmentation est proportionnelle a la sévérité du syndrome (Nadeem et al.,
2013). Il existerait alors au niveau sérique, une composition en biomarqueurs diverses
qui pourraient jouer un role sur la dérégulation de I’endothélium microvasculaire

cerébrale.
2.4 Le facteur nucléaire kB (NF-kB)

La présence dans le syndrome d’apnée du sommeil, de cytokines
proinflammatoires mais également d’un possible stress oxydant, associ¢ a I’hypoxie
intermittente, pourrait induire une activation du facteur transcriptionnel NF-xB (Htoo
et al., 2006).
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Découvert en 1986, le facteur NF-xB est un complexe dimérique appartenant a la
famille Rel. 1l est caractérisé par un domaine N-terminal : le domaine d’homologie
Rel, responsable de la liaison avec I’ADN, de la localisation nucléaire ainsi que de sa
dimérisation. Ces protéines sont subdivisées en deux groupes, le premier regroupe des
protéines qui sont synthétisées sous forme de précurseurs cytoplasmiques, qui
donneront les protéines NF-xkB1 (ou p50), NF-kB2 (ou p52), aprés leur clivage, et qui
ne peuvent pas activer a lui seul la transcription. Le deuxieme groupe se compose des
protéines RelA (ou p65), RelB et c-Rel, qui ne sont pas synthétisées sous forme de
précurseurs et qui possédent un ou deux domaines d’activation de la transcription
(Grimm and Baeuerle, 1993). Une protéine de chaque groupe forme donc un dimere,
qui sera séquestré dans le cytoplasme grace a une protéine de la famille d’IxB, dont

chague membre exerce une fonction qui lui est propre.

Lorsque 1’'un des signaux (cytokines proinflammatoires, stress oxydant, ...) est
déclenché, cela entraine une phosphorylation de la protéine IkB, suivie d’une
ubiquitination et d’une dégradation protéosomique de cet inhibiteur d’activité de NF-
kB. L’autre méthode alternative, implique une phosphorylation d’autres résidus de
I’IxB entrainant une dissociation avec le complexe NF-kB. Une fois libéré de I’'[kB, le
NF-kB est libre de migrer dans le noyau, controlant ainsi I’expression d’un grand
nombre de genes dont les fonctions sont variées, dont les genes de médiateurs de la
réponse immunitaire (Denk et al., 2001; Kempe et al., 2005). NF-kB joue donc un rdle

essentiel dans la réponse immunitaire et I’amplification du phénomene inflammatoire.

Cependant il est a noter qu’il existe un mécanisme de rétrocontréle limitant
I’activité du NF-kB, en entrainant la synthése de son inhibiteur cytoplasmique IkB.

Ceci permet a ce dernier de séquestrer a nouveau le NF-xB dans le cytoplasme.

Dans ce chapitre nous montrons que les cytokines proinflammatoires et la voie
HIF-1 impliquent des biomarqueurs spécifiques associés a des mécanismes
d’activation particuliers, tels que ’activation de la voie NF-xB retrouvés lors d’un
SAOS (Williams and Scharf, 2007). Chaque médiateur, de par son activité
individuelle, influence 1’homéostasie cérébrale. Cependant a travers leurs évaluations

fonctionnelles individuelles, il est considére que leurs effets ne peuvent pas étre
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synergiques et un biais d’évaluation subsiste. De plus, seules ces deux voies
sécréteraient des biomarqueurs sériques. Néanmoins, bien que leurs interventions dans
le SAOS soient claires, il est nécessaire de considérer que d’autres biomarqueurs
sanguins peuvent également modifier I’homéostasie locale. Il s’agit notamment de
ceux liés aux pathologies associées, telles que I’insuline, les triglycérides, ou encore
’acide urique, qui peuvent se retrouver en quantité non négligeable dans le sérum de

ces patients, pouvant également influencer I’intégrité de la BHE.

C’est pourquoi I'utilisation de sérum issu de cohortes, tels que la cohorte PROOF,
semble étre une bonne approche pour défricher les influences synergiques d’un
syndrome comme le SAQS, sur des modeéles in vitro de barriere hématoencéphalique.
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Conclusion de la revue bibliographique

Au niveau du SNC, nous retrouvons des structures spécifiques et nécessaires a son
fonctionnement, telles que la barriére hématoencéphalique. L’endothélium de cette
barriére est caractérisé par différentes voies de passage entre sang et cerveau, d’une
part, le passage paracellulaire, avec la présence de jonctions serrées. Et d’autre part la
voie transcellulaire associée a la présence de systemes de transport, tels que les
transports par transcytose, ou encore les enzymes de dégradation mais surtout grace a
la présence de pompes d’efflux. Cet endothélium est responsable du maintien de
I’homéostasie cérébrale et donc de la protection du SNC. Ce maintien est permis par
I’influence de son environnement sur ces caractéristiques spécifiques, et notamment
les interactions et communications intercellulaires. L’ensemble de cet environnement
multicellulaire représente ce que 1’on appelle ['unit¢é neurovasculaire.
Malheureusement, la complexité de cette unité rend son étude in vivo difficile. De ce
fait, ces derniéres années se sont développés des modeles de BHE in vitro tels que ceux
décrits dans cette revue bibliographique, qui permettent notamment de maintenir la
communication entre les différents types cellulaires de I’UNV, induisant une
étanchéité¢ de 1’endothélium cérébral plus importante. Afin de pouvoir évaluer des
altérations de I’endothélium de ces modeles de BHE, il est nécessaire qu’ils
développent certaines caractéristiques fondamentales de la BHE. Les caractéristiques
principales étant : une faible perméabilité, une résistance électrique transendotheliale
importante (TEER), mais également qu’ils expriment des protéines de jonctions

serrées et des protéines pompes d’efflux tels que les ABC-transporteurs.

Ces modeéles sont régulierement utilisés dans 1’étude des mécanismes
physiopathologiques cérébrovasculaires sous-jacents a de nombreuses pathologies. Le
syndrome d’apnée obstructive du sommeil, qui entraine une hypoxie intermittente
chronique et une fragmentation du sommeil, est étroitement lié a des conseéquences
cérébrovasculaires. L’inflammation persistante peut étre associée d’une part a

I’hypoxie répétée, mais d’autre part a la fragmentation du sommeil.

En effet 1’oxygene étant le substrat principal du cerveau, ce dernier est
particulierement sensible aux variations de pressions partielles en oxygene dans son

environnement. D’autre part bien que 1I’endothélium cérébral soit connu pour étre plus
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résistant que 1’endothélium périphérique a I’inflammation, les taux sériques élevés de
médiateurs inflammatoires rencontrés dans cette pathologie laissent a penser que

I’endothélium cérébral est fragilisé par cette inflammation systémique de bas grade.

Afin de pouvoir améliorer les thérapeutiques proposées aux patients souffrant d’un
SAQS, il est important d’améliorer les connaissances sur les mécanismes impliqués
dans le SAOS. C’est pourquoi ce travail de thése vise a comprendre et améliorer les
connaissances sur les modifications de I’endothélium cérébral pouvant étre impliquées

dans le SAOS et examiner les mécanismes sous-jacents.
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Deuxieme partie :

Travaux personnels
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Objectif de la these

Le syndrome d’apnée obstructive du sommeil est une pathologie
multifactorielle associant des pauses respiratoires (apnée — hypopnée) a des micros
éveils (fragmentation du sommeil). L’association de ces deux mécanismes rend son
¢tude sur modele in vivo difficile. Afin de mieux 1’appréhender, il est nécessaire
d’évaluer son impact global mais également 1’impact propre de chacun de ces
mécanismes physiopathologiques.

En 2014, Lim and Pack émettent ’hypothése que les réponses lies aux
évenements respiratoires chez les patients atteints d’'un SAOS pourraient entrainer un
dysfonctionnement de la barriére hématoencéphalique (Lim and Pack, 2014). Cette
barriére est un systéme de protection physique et fonctionnel du SNC, qui permet la
séparation du compartiment cérébral et de la circulation sanguine. Il a déja été montré
qu’une hypoxie aigue pouvait modifier la structure de la BHE, mais peu d’études
montrent I’effet d’une hypoxie intermittente sur 1’intégrit¢ de la BHE. De plus, les
voies de signalisation de [’hypoxie intermittente sont multiples, passant
principalement par I’activation de la voie HIF-1, qui peut étre un intermédiaire pour
’activation de la réponse inflammatoire (Eltzschig and Carmeliet, 2011). De plus le
syndrome d’apnée obstructive du sommeil, n’est pas seulement une hypoxie
intermittente chronique, c’est également une fragmentation du sommeil, et la
modification du pattern de sommeil pourrait induire et/ou maintenir cette réponse
inflammatoire (Irwin, 2002). Cette inflammation serait une réponse plus distante des
conséquences immeédiates du SAOS, mais qui persisterait chez les patients souffrant
d’un SAOS, avec un taux sérique en marqueurs inflammatoires plus important que
chez les sujets sains, non apnéiques, ce qui a fait I’objet d’'une méta-analyse de Nadeem

en 2013 (Nadeem et al., 2013).
Dans cette thése, nous avons tenté de répondre a plusieurs questions :

+ Tout d’abord, le 1°" objectif de cette thése a consisté a évaluer les effets
de I’hypoxie intermittente chronique, principal mécanisme li¢ au
SAOS, sur un modéle in vitro murin de BHE. Ces travaux sont dans la
lignée de ceux entrepris au laboratoire par Morgane Chatard. Ils ont

permis d’évaluer I’effet de I’hypoxie intermittente induite par un agent
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chimique, 1’hydralazine, versus une hypoxie intermittente induite par
I’intermédiaire d’une enceinte hermétique sur 1’intégrité d’un modéle
in vitro de BHE. Il nous est apparu également nécessaire de voir si un
inhibiteur de la voie HIF-la, I’'YC-1, pouvait étre bénéfique pour
protéger la fonctionnalité et I’intégrité de la BHE.

+ Nous nous sommes intéressés ensuite aux mécanismes plus latents du
SAOS en évaluant I’influence d’une réponse inflammatoire persistante
de bas grade sur I’intégrité¢ du modéle in vitro de BHE. En effet, comme
décrit dans la revue bibliographique, 1’hypoxie intermittente et la
fragmentation du sommeil impliquent tous deux I’induction et le
maintien d’une réponse inflammatoire persistante de bas grade chez les
patients souffrant d’un SAOS. Cette réponse passe par libération de
biomarqueurs tels que I’IL-6, I’'[L-17 ou encore le TNF-a. Le second
objectif a donc été¢ d’étudier ce stress inflammatoire en essayant de
comparer 1’impact individuel de ces cytokines proinflammatoires avec
I’impact de ces mémes  cytokines  proinflammatoires
associés/combinés, sur un modele de coculture in vitro de BHE murine.

+ Enfin aprés avoir évalué I’impact individuel de deux des mécanismes
associés au SAOS, nous avons effectué une évaluation de I’impact
« global » du SAOS, en mesurant I’effet des biomarqueurs sériques de
patients atteints d’un syndrome d’apnée obstructive du sommeil sur
I’intégrit¢ d’un modele in vitro de barriere hématoencéphalique

humaine

Pour pouvoir répondre a ces trois questions, nous avons utilis¢ les deux
modeles de coculture in vitro de BHE, que nous avons décrits dans la premiére partie
de ce manuscrit (chapitre 2, paragraphe 8.1). Ces deux mod¢les consistent a mettre en
coculture une monocouche de cellules endothéliales, ayant les caractéristiques
essentielles a I’é¢tude d’un endothélium cérébral, avec des astrocytes. Ces derniers ont
pour but, dans le cadre de cette thése, uniquement de favoriser la formation et le
maintien de I’endothélium. Cependant nous le verrons par la suite, ils seront également

I’une des pistes de réflexion a envisager dans la poursuite de nos travaux.
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Etude 1: Altération (et limitation ?) de
I'intégrité endothéliale d’'un modéele in vitro
de BHE, aprés exposition a un stress
hypoxique intermittent en présence ou non

d’inhibiteur de la voie HIF-1a

Travaux Collaboratif avec Dr Morgane Chatard (ex-doctorante au laboratoire) et Dr
Anne Briancon-Marjollet (MCF, Université de Grenoble Alpes, Laboratoire HP2,
INSERM 1042).

1. Introduction

Dans le cadre du syndrome d’apnée obstructive du sommeil (SAOS), I’hypoxie
intermittente est liée aux collapsus pharyngés transitoires et répétés durant la nuit.
Cette hypoxie intermittente lorsqu’elle devient chronique, initie et amplifie les
altérations structurelles au niveau du systeme cérébral. En effet, des modifications
hypertrophiques de la substance grise et de la substance blanche dans certaines régions
cérébrales cible semblent étre retrouvées (par imagerie volumétrique focale)
(Palomares et al., 2015; Rosenzweig et al., 2015), entrainant une neuro-inflammation
et une hyperperméabilité cérébrale (Kerner and Roose, 2016). Néanmoins, il
semblerait que des processus adaptatifs se mettent en place en réponse a cette hypoxie
intermittente, que 1’on appelle généralement « pré-conditionnement » et qui reflétent
la résistance aux Iésions post-hypoxie aigue (Manukhina et al., 2016; Navarrete-Opazo
and Mitchell, 2014). Cette adaptation a eté recemment suggerée chez les patients
SAOS avec pour certains auteurs, une hypertrophie globale de la substance grise (Baril
etal., 2018).

L’une des hypothéses explicatives des conséquences neurologiques émises

récemment est ’altération de la perméabilité ou du fonctionnement de la barriére
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hématoencéphalique, par I’intermédiaire de la voie HIF-1 (Lim and Pack, 2014). En
effet ’hypoxie cellulaire est un signal d’activation de la voie HIF-1, qui lors de la
détection d’un apport insuffisant d’oxygeéne va entrainer la translocation et la
dimérisation des sous-unités de HIF-1, en un complexe fonctionnel, augmentant ainsi
I’activation nucléaire de genes cibles, tels que le VEGF (Engelhardt et al., 2014; Yang
etal., 2018).

Il a été montré dans la littérature qu’un stress hypoxique répété conduit a des
modifications progressives de la barriere hématoencéphalique. Des altérations de la
barriere ont été observées dans un modéle in vivo murin soumis a une hypoxie
intermittente similaire a celle du SAOS chez I’homme, néanmoins sans changement
de perméabilité (Kim et al., 2015). D’autres études parlent d’une altération de la
fonction endothéliale cérébrale apres une exposition a ce type de stress (Phillips et al.,
2004). Peu d’études a I’heure actuelle s’intéressent a I’impact cellulaire de 1’hypoxie
intermittente sur des modeles de BHE in vitro. Dans le cadre du SAOS, seul Xia Dong
et al. ont montré qu’une augmentation de ’expression de P-gp dans un modele
d’hypoxie intermittente d’épilepsie, ’interprétant comme 1’'un des facteurs de la
résistance aux medicaments (Xiao-Dong et al., 2008). Notre étude est donc 1’une des
premieres a s’intéresser a ’altération induite par I’hypoxie intermittente dans le cadre
du syndrome d’apnée du sommeil. A travers cette étude, nous avons voulu montrer
I’influence des méthodes d’induction sur I’altération fonctionnelle de 1’endothélium

cérébral.

De plus dans la littérature, des preuves existent sur le role préventif d’YC-1 (3-(5’-
hydroxyethyl-2’-furyl)-1-benzylindazole), qui est un inhibiteur de la voie HIF-1, sur
I’intégrité de la barriére soumis a une hypoxie aigue associée a un cedéme cérébral par
exemple (Yang et al., 2015). Cependant, son rdle dans I’hypoxie intermittente
chronique n’a pas encore ¢t¢ démontré c’est donc 1’'une des premieres études qui
s’intéresse a la capacité préventive d’YC-1 dans des modeles d’hypoxie intermittente

chronique.
2. Matériels et méthodes

Culture cellulaire
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Afin de répondre a la question, un modéle in vitro de BHE murin a été mis en
place. L’utilisation d’un mod¢le murin va permettre la comparaison avec des études
sur des modeles in vivo. De plus, afin de se rapprocher de la physiologie et de la
complexité de la BHE, un modele de coculture en contact entre des cellules
endothéliales et des astrocytes a été réalisé, comme décrit dans le chapitre 2.
Paragraphe 8.1. Une ligneée immortalisée de cellules endothéliales de souris b.End.3 et
une lignée cellulaire d’astrocyte de rat C6 ont permis de réaliser ce modele. Ces

cellules sont cultivées avec un milieu DMEM, riche en glucose.

La premiére étape de mise en place de ce modéle consiste & ensemencer les
astrocytes sur la membrane abluminale de I’insert pendant au minimum 6h, afin
qu’elles adhérent a cette membrane. Une fois adhérée, ’insert est retourné et les
cellules endothéliales sont ensemencées sur la face luminale de I’insert. Cette
conformation est cultivée pendant 6 jours avec un changement de milieu tous les jours,
avant d’atteindre un plateau de perméabilité, qui durera 2 jours. C’est durant ces deux
jours que les expérimentations pourront étre réalisées.

Les C6 SOnt' . C6 adhérent
ensemencés coté

abluminal ey gg;‘fg”t L pp—

= =

Co-culture laissé <:| ‘ \ ‘ \
pour 8 jours <:|

Les bEnd.3 sont
ensemencés coté
luminal

Figure 26 : Hlustration schématique de la mise en place du modeéle de coculture in vitro de BHE,
avec dans le compartiment luminal les cellules endothéliales (gris foncé) et dans le compartiment

abluminal les cellules astrocytaires (bleu).

Méthodes d’induction de I’hypoxie intermittente
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L’objectif de cette theése est d’évaluer l’effet de deux méthodes d’inductions

différentes d’hypoxie intermittente chronique.
+ Par agent chimique

Dans le cadre d’induction de I’hypoxie par un agent chimique, I’hydralazine s’est
avéré un bon agent pharmacologique. Tout d’abord grace a sa faible cytotoxicité, qui
est inférieure a celle du Chlorure de Cobalt. En effet I’hydralazine permet I’induction
de HIF-1 et ce sans étre cytotoxique aprés 2h d’exposition a 100uM, qui plus est de
par son mimétisme d’action comparé a 1’utilisation de I’hypoxie dans une enceinte
hermétique (Chatard et al., 2017). De plus I’hydralazine est un vasodilatateur qui va
inhiber I’enzyme PHD de la voie de signalisation de HIF-1 (Knowles et al., 2004),
permettant ainsi la dimérisation des sous-unités de HIF-1 et de mimer une hypoxie au

niveau cellulaire.

Dans ce cadre, il a été préalablement montré que HIF-1a, était exprimé au bout de
2h d’exposition a I’hydralazine, et que 6h suffisaient a un retour au niveau basal de
HIF-1a (Chatard, 2017). A partir de la des cycles hypoxiques ont pu étre mis en place,
chaque cycle correspondant a 2h d’hydralazine, suivi de 6h de normoxie, c’est-a-dire
incuber avec le milieu DMEM classique, afin de revenir a un niveau basal de HIF-1a

avant de ré-induire I’hypoxie. Cette séquence est répétée 3 fois consécutivement.

Normoxie >

Temps (heures)

Hydralazine

2h 6h

Cycle

Figure 27 : Représentation schématique des cycles hypoxiques induit par un agent chimique :

I’hydralazine.

+ Par enceinte hermétique

Une autre méthode d’induction de I’hypoxie, est I'utilisation d’une enceinte

hermétique. L’utilisation de cette enceinte implique des cultures réalisées sur plaque
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24 puits spécifiques qui est perméable au gaz (Imaging Plate FC, 24 well, TC-surface-
Ozyme, Saint Quenton Yvelines, France). Ce systéme hypoxique qui a été décrit par
Minoves el al permet de réaliser des cycles d’hypoxies intermittentes de 5 minutes — 5
minutes, avec 5 minutes a 2% de FiO2, afin de mimer I’hypoxie et 5 minutes a 16 %,
reflétant la normoxie (Minoves et al., 2017). Afin de pouvoir comparer les résultats de
ces «inducteurs », il a été décidé de réaliser des cycles alternant 2h d’hypoxie

intermittente suivie de 6h de normoxie compléte, le tout répété 3 fois.

Normoxie

Temps (heures)

Hypoxie intermittente

Normoxie
Hypoxie Jm Temps (minutes)

Figure 28 : Représentation schématique des cycles induit par une enceinte hermétique.

Méthodes d’inhibition de I’hypoxie

Le deuxieme objectif de cette étude, est d’évaluer le potentiel thérapeutique
d’un inhibiteur de la voie HIF-1, I’YC-1 (3-(5’-hydroxyethyl-2’-furyl)-1-
benzylindazole). La dose cytotoxique a été déterminée au préalable et un prétraitement
de 30 minutes avec 6 pg/mL d’YC1. Le choix d’YC-1 s’est fait suite a I’étude de la
littérature, qui le décrit comme un inhibiteur de HIF-1a, et ce dernier n’est pas substrat
de P-gp et MRP-1, deux des ABC-transporteurs d’efflux qui caractérisent la barriere
hémato-encéphalique (Chen et al., 2010; Yan et al., 2011; Yeh et al., 2007).

Evaluation des caractéristiques de la barriére

Les modeles de barriere hématoencéphalique sont caractérisés par I’évaluation

de parametres spécifiques qui rendent le modele utilisable pour les expérimentations
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d’altération de la BHE. Afin de déterminer I’influence de I’hypoxie sur le modéle de

BHE, ces différentes caractéristiques vont étre évaluées.

La perméabilité a été évaluée par une mesure du passage paracellulaire d’un
composé fluorescent : le sodium fluorescéine (Na-Fl : 376 Da). Pour cela aprés avoir
induit le stress hypoxique, le Na-Fl en concentration 10pg/ml dans du Ringer-Hepes,
est placé dans le compartiment abluminal avant d’étre incubé pendant 1h a 37°C. Au
bout d’une heure on récupére dans le compartiment luminal, un volume de 100puL et
la concentration de Na-Fl est mesurée a 1’aide d’un lecteur de plaque (Emission
530nm, Excitation 485nm). Le coefficient de perméabilité apparente est alors calculé

suivant la formule suivante :

Avec Papp représentant la permeabilité apparente, le Vr : volume receveur, CO et C1
pour la concentration initiale et la concentration aprés 1h de Na-Fl, t correspond au

temps d’incubation et S représente la surface de la membrane.

En paralléle de la perméabilité sont évaluées par cell-ELISA sur les cellules
entiéres 1’expression des jonctions serrées. Ces cell-ELISA sont faits a fagon au sein
du laboratoire. Pour cela les cellules sont fixées avec 4% de paraformaldéhyde, avant
d’étre perméabilisées a 1’aide de 3 % de H202-méthanol, permettant le blocage des
sites endogenes de la peroxydase. Puis le blocage des sites aspécifiques est fait a I’aide
d’un tampon de blocage composé de 5% de NGS décomplémenté et 1g de BSA
dans50ml de PBS. Les anticorps primaire polyclonal de lapin anti-ZO-1 (4ug/mL) ou
anti Claudine-5 (2ug/mL) sont ensuite incubés pendant 1h, puis détectés dans un
second temps par un anticorps secondaire anti-lapin couplé a une HRP. Apres ajout de

TMB, la réaction colorimétrique est mesurée par un lecteur de plague (490nm).

Des cell-ELISA sur cellules entieres a detection spécifiques des ABC-
transporteurs de type P-gp et MRP-1 ont également été réalises selon le méme
protocole avec des anticorps primaires monoclonal de souris anti-P-gp (2ug/mL),
détectés par la suite grace a un anticorps secondaire anti-souris. Enfin un anticorps

polyclonal de lapin anti-MRP-1 (10pug/mL) a également éte utilisé.
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Une courbe standard a été réalisée pour interpréter les résultats. Elle est basée
sur une série de dilutions d'une protéine standard dont la concentration est connue.
Ceci a éte utilisé pour tracer une droite évaluant la densité optique obtenue pour chaque
concentration de peptide. Ensuite, la concentration d'antigéne dans I'échantillon a été
extrapolée a partir de I'équation linéaire résultant de cette courbe standard. Des

contrdles positifs et négatifs ont également été mesurés pour limiter le risque d'erreur.

Analyse statistique

Une analyse statistique a été réalisée a partir du logiciel GraphPad. Cette
analyse est non paramétrique de type Kruskal Wallis et a été suivie d’une analyse

postHoc de type Dunns, aprées vérification de la non normalité de nos données.

3. Résultats

Prévention de I’altération de la BHE par inhibition de la voie HIF-1 avant un

stress hypoxique intermittent induit par ’hydralazine

Evaluation des caractéristigues physiques

Perméabilité apparente (Papp)

La mesure de perméabilité apparente, nous montre une augmentation
progressive de la perméabilité aprés un stress répété a 1’hydralazine. Avec une Papp
qui passe de 1.58+0.08 cm.s* & 3.64+0.09 au 1% cycle, 4.04+0.08 au 2" cycle et
4.97+0.17 au 3°™. Tandis que lorsque 1’on inhibe la voie HIF-1 a I’aide d’YC-1, on
observe une diminution de cette perméabilité comparée a 1’hydralazine avec un retour
a une permeéabilité semblable a celle retrouvée en condition normoxique. La Papp étant
de 1.78+0.04 cm.s au 1% cycle, 1.82+0.06 au 2" cycle et 1.98+0.17 au 3°™ cycle.
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Apparent Permeability of Na-Fl
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Figure 29 : Mesure de perméabilitt membranaire apparente au Sodium Fluorescéine sur le
modele de coculture b.end.3/C6 aprés 3 cycles d’hypoxie intermittent induit par un agent chimique,
I’hydralazine, avec ou sans inhibiteur de la voie HIF (YC1). Les résultats sont représentés par la
moyenne * s.e.m. (n=6). # p < 0.05 en comparant hydralazine versus normoxie * p<0.05 en comparant
hydralazine versus hydralazine/YC-1.

Expression des jonctions serrées

L’évaluation de I’expression des jonctions serrées est en concordance avec les

résultats observés lors de la mesure de perméabilité au Na-Fl.

+ Avec I’hydralazine : on observe une diminution significative de I’expression
des protéines de joncions serrées, avec la diminution de 5.62+0.51 pug/mL a
4.21+0.7 ug/mL lors du 1% cycle, puis 2.28+0.56 pg/mL au 2" cycle et enfin
1.53+0.38 ug/mL lors du dernier cycle pour l’expression de ZO-1 en
comparaison avec la condition normoxique. La protéine claudine-5 évolue de
la méme maniere avec une diminution significative de 11.06+0.61 pg/mL a
6.97+0.58 lors du 1° cycle, puis 3.23+0.45 pg/mL au 2" cycle et enfin
2.73£0.44 pg/mL au dernier par rapport a la condition normoxique.

+ Inhibition avec YC-1: Lorsque I’on effectue un prétraitement pendant 30

minutes avec YC-1 on observe une augmentation significative de 1’expression
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des jonctions serrées au cours des cycles par rapport a I’expression en présence
d’hydralazine seulement. En effet, ZO-1 voit son expression passer de 4.21+0.7
png/mL a4.57+0.1 pg/mL lors du 1*" cycle, puis de 2.28+0.56 pg/mL a 4.97+0.7
ng/mL au 2" cycle et enfin de 1.53+0.38 pg/mL & 5.09+0.5 pg/mL lors du
dernier cycle hypoxique. La méme évolution est observée pour 1’expression de
Claudine-5, qui augmente significativement par rapport a un stress sous
hydralazine de 6.97+0.58 pg/mL a 9.98+0.12 pg/mL lors du 1* cycle, puis de
3.23+0.45 pg/mL & 8.97+0.15 pg/mL au 2" cycle et enfin de 2.73+0.44 pug/mL
410.51+0.37 pg/mL lors du dernier cycle hypoxique.

Tight junction expression
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Figure 30 : Expression des protéines de jonctions serrées Zonula Occludens (ZO-1) et de
Claudine-5 apres 3 cycles d’hypoxie intermittent induit par un agent chimique, 1’hydralazine, avec ou
sans inhibiteur de la voie HIF (YCL). Les résultats sont représentés par la moyenne + s.e.m. (n=6). # p
< 0.05 en comparant hydralazine versus normoxie * p<0.05 en comparant hydralazine versus
hydralazine/YC-1.

Les caractéristiques métaboligues/ou fonctionnelles

Expression des protéines ABC-transport par cell-ELISA

L’évaluation de 1’expression des pompes d’efflux a été évaluée a I’aide d’un cell-

ELISA sur cellules entieres.
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+ Avec I’hydralazine: on observe une augmentation significative de
I’expression des protéines ABC-transporteurs, de 5.22+0.86 upg/mL a
5.66+0.6pg/mL lors du 1% cycle, puis 7.13+1.29 pg/mL au 2" cycle et enfin
8.72+0.27 pg/mL lors du dernier cycle pour I’expression de P-gp en
comparaison avec la normoxie. La protéine MRP-1 évolue de la méme maniére
avec une diminution significative de 5.67+1.22 ug/mL a 7.51+1.11ug/mL lors
du 1% cycle, puis 9.31+1.34 pg/mL au 2" cycle et enfin 11.07+0.61 pg/mL au
dernier par rapport a la condition normoxique.

+ Inhibition avec YC-1: Lorsque I’on effectue un prétraitement pendant 30
minutes avec YC-1, on observe une diminution significative de 1’expression
des protéines de pompes d’efflux au cours des cycles par rapport a I’expression
en présence d’hydralazine seulement. En effet, P-gp voit son expression qui
passe de 5.66+0.6 pg/mL a 5.08 +£0.6 pg/mL lors du 1° cycle, puis de
7.13%1.29 pg/mL & 4.05+0.5 pg/mL au 2" cycle et enfin de8.72+0.27 ug/mL
a 4.02+0.5 pg/mL lors du dernier cycle hypoxique. La méme évolution est
observée pour 1I’expression de MRP-1, qui augmente significativement par
rapport a un stress sous hydralazine de 7.51+1.11 pg/mL a 6.72+0.6pug/mL lors
du 1¥ cycle, puis de 9.31+1.34 pg/mL a 6.03+0.1 pg/mL au 2" cycle et enfin
de 11.07+0.61 pg/mL a 6.49+0.2 ug/mL lors du dernier cycle hypoxique.

ABC-transporter expression
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Figure 31 : Expression des ABC-transporteurs de type P-glycoprotéine (P-gp) et MRP-1 apres 3
cycles d’hypoxie intermittent induit par un agent chimique, I’hydralazine, avec ou sans inhibiteur de la
voie HIF (YC1). Les résultats sont représentés par la moyenne + s.e.m. (n=6). # p < 0.05 en comparant

hydralazine versus normoxie * p<0.05 en comparant hydralazine versus hydralazine/YC-1.
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Prévention de I’altération de la BHE par inhibition de la voie HIF-1 avant un

stress hypoxique répété induit par une enceinte hermétique

Les caractéristiques physiques

Perméabilité apparente

Afin d’évaluer les caractéristiques de la voie paracellulaire de la BHE, des mesures de
perméabilité apparent au Na-FI ont été effectuées.

+ Lors d’un stress induit grace a une enceinte hermétique, nous observons une
augmentation de 1.58+0.08 &2.78+0.17 cm.s apres le 1% cycle, puis 2.6+0.11
au 2" cycle avant de revenir & un niveau « normoxique » au 3°™ cycle &
1.82+0.17 cm.st. On observe donc une adaptation au niveau de la perméabilité
endothéliale de notre modele.

+ Inhibition avec YC-1: I'utilisation d’YCI1 en prétraitement combiné avec
I’hypoxie dite « physique » c’est-a-dire induite par une enceinte hermétique,
nous montre une diminution significative de la perméabilité apparente lors des
deux premiers cycles. La Papp passe de 2.78+0.17 &2.24+0.17 cm.st aprés le
1% cycle, puis de 2.6+0.11 a 2.11+0.22 au 2" cycle. Nous n’observons
cependant pas de différence entre normoxie, hypoxie, et hypoxie associée au
prétraitement d’YC-1 au 3°™ cycle avec une perméabilité apparente de
1.71+0.36 cm.s™.

Apparent Permeability of Na-Fl
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Figure 32 : Mesure de perméabilitt membranaire apparente au Sodium Fluorescéine sur le

modele de coculture b.end.3/C6 aprés 3 cycle d’hypoxie intermittent induit par une enceinte
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hermétique, avec ou sans inhibiteur de la voie HIF (YCL). Les résultats sont représentés par la moyenne
+s.e.m. (n=6). # p < 0.05 en comparant hypoxie par enceinte hermétique versus normoxie * p<0.05 en

comparant hypoxie par enceinte hermétique versus hydralazine/YC-1.

Evaluation de 1’expression des jonctions serrées

L’évaluation de I’expression des jonctions serrées est en concordance avec les

résultats observés lors de la mesure de perméabilité au Na-Fl.

+ L’induction par une enceinte hermétique entraine une diminution de
I’expression de ZO-1 au cours des deux premiers cycles, avec diminution
significative de 5.62+0.51 pg/mL a 3.63+£0.98 pug/mL puis 3.21+£0.52 pg/mL.
Cependant il semblerait que I’expression de ZO-1 se stabilise au 3°™ cycle
avec une expression de 3.28+0.45 pug/mL. La méme évolution est observée au
cours des deux premiers cycles pour I’expression de Claudine-5 avec une
diminution significative de 11.06£0.61 pg/mL a 7.42+0.85 pg/mL aprés un
cycle puis 3.99£0.58 pg/mL aprés deux cycles d’hypoxie intermittente.
Cependant son expression semble augmentée aprés le 3°™ cycle hypoxique
jusqu’a 6.4+0.72 pg/mL, apportant ainsi 1’'une des explications de la
diminution et de I’adaptation de la perméabilité apparente au Na-FI au cours
du 3°™ cycle.

+ L’inhibition avec YC-1 entraine une augmentation de I’expression de ZO-1
au cours des cycles, avec une augmentation significative de 3.63+0.98 pug/mL
a 5.59+0.05 pg/mL puis de 3.21+£0.52 pg/mL a 4.38+0.12ug/mL. De plus il
semblerait que 1’expression de ZO-1 se stabilise au 3°™ cycle avec une
expression de 6.69+0.06ug/mL, similaire a 1’expression de ZO-1 en condition
normoxique. La méme évolution est observée au cours des cycles pour
I’expression de Claudine-5 avec une augmentation significative de 7.42+0.85
pg/mL a10.63+0.14 pg/mL puis de 3.99+0.58 pug/mL a 8.97+ 0.16ug/mL. . Et
comme pour I’expression de ZO-1, I’expression de claudine-5 au 3*™ cycle est
augmentée en présence d’YC-1, et est similaire & celle en condition de

normoxigue avec une expression de 11.28 + 0.28ug/mL.
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Tight junction expression
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Figure 33 : Expression des protéines de jonctions serrées Zonula Occludens (ZO-1) et de
Claudine-5 aprés 3 cycle d’hypoxie intermittent induit par une enceinte hermétique, avec ou sans
inhibiteur de la voie HIF (YC1). Les résultats sont représentés par la moyenne + s.e.m. (n=6). # p < 0.05
en comparant hypoxie par enceinte hermétique versus normoxie * p<0.05 en comparant hypoxie par
enceinte hermétique versus hydralazine/YC-1.

Les caractéristiques métaboligues/ou fonctionnelles

Expression des ABC-transporteurs

L’évaluation de 1’expression des pompes d’efflux (ABC-transporteurs) est
effectuée a I’aide d’un cell-ELISA et nous montre une adaptation des cellules
endothéliales, qui mettent en place un systéme de défense pour lutter contre I’entrée

des composés cytotoxiques.

+ L’hypoxie physique par une enceinte hermétique entraine une augmentation
de I’expression de P-gp apres deux cycles, avec une augmentation significative
de 5.22+0.86 pg/mL a 6.86+1.08 pg/mL au 2°™ cycle et de5.22+0.86 pug/mL
a.8.25+1.4 pg/mL au 3°™ cycle. La méme évolution est observée au cours des
cycles pour I’expression de MRP-1 avec une augmentation significative de
5.67+1.22 pg/mL & 9.44+1.12 ug/mL et 11.97+1.35 pug/mL lors du 2°™® et 3°Me

cycle respectivement. Cependant leur expression au cours du 1° cycle a
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tendance a augmenter comparé a la condition normoxie, avec une expression
de 5.72+0.4 pg/mL pour P-gp et de 7.28+1.48 pg/mL pour MRP-1.

+ L’inhibition avec YC-1 entraine une diminution de I’expression de MRP-1 au
cours des cycles, avec une diminution significative de 53 % au 1* cycle, de 57
% au 2" et de 58 % au 3°™ comparé & leur expression sans inhibiteur. Pour ce
qui est de la protéine P-gp, I’effet de YC-1 est moindre, avec une diminution
significative de son expression uniquement au 3°™ cycle & un niveau
d’expression semblable a la normoxie, ¢’est-a-dire 5.65+0.21ug/mL au 3™

cycle comparé a 5.22+0.86 pg/mL en normoxie.
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Figure 34 : Expression des ABC-transporteurs de type P-glycoprotéine (P-gp) et MRP-1 apres 3
cycles d’hypoxie intermittente induits par une enceinte hermétique, avec ou sans inhibiteur de la voie
HIF (YC1). Les résultats sont représentés par la moyenne = s.e.m. (n=6). # p < 0.05 en comparant
hypoxie par enceinte hermétique versus normoxie * p<0.05 en comparant hypoxie par enceinte

hermétique versus hydralazine/YC-1.

4., Discussion

Du fait de sa sensibilité a I’oxygeéne, le cerveau est largement influencé par la
pression partielle en oxygeéne locale. Une modification de cette pression partielle peut
entrainer des modifications structurelles secondairement. Or, de nombreuses
pathologies sont associées & des changements locaux de pression partielle d’oxygéne.
C’est le cas du syndrome d’apnée du sommeil, qui est en partie caractérisé par une

hypoxie intermittente chronique. Les conséquences cérébrovasculaires et cognitives
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associées a ce syndrome ont été bien démontrées (Beaudin et al., 2017; Bucks et al.,
2013; Sforza et al., 2010), cependant les mécanismes et altérations sous-jacentes sont
moins connues. Des hypotheses émergent sur la perte de perméabilité cérébrale, qui
serait associée a une altération de la barriere hématoencéphalique dans le cadre du
SAOS (Lim and Pack, 2014). C’est pourquoi I’objectif de ce travail, fut d’évaluer
I’effet de deux méthodes d’induction d’hypoxie intermittente, a 1’aide de cycles
alternant hypoxie-réoxygénation, afin d’améliorer les connaissances sur les risques
cellulaires post-hypoxiques associés au SAOS, mais également d’évaluer le potentiel

thérapeutique, d’un inhibiteur de la voie HIF-1a : YC-1.

Dans cette étude, nous montrons des modifications de I’intégrité de I’endothélium
de notre modele in vitro de BHE aprés une exposition répétée a I’hypoxie intermittente
que ce soit en hypoxie dite « chimique » : hydralazine ou « physique » : ’enceinte

hermétique.

Prévention de I’altération de la BHE par inhibition de la voie HIF-1 avant un

stress hypoxique intermittent induit par un agent chimique : I’hydralazine ?

L’observation des caractéristiques endothéliales d’un modele de BHE in vitro nous
montre une altération progressive, liée aux stress hypoxiques répétés par ajout
d’hydralazine, avec une augmentation de la perméabilité apparente au Na-FI, qui est
de plus en plus importante au cours des cycles hypoxiques successifs. Cette
augmentation de perméabilité est associée a une diminution de 1’expression des
jonctions serrées ZO-1 et Claudin-5. On observe alors une ouverture progressive de
la voie paracellulaire, cette ouverture est le reflet des échanges entre le compartiment
cérébral et la circulation sanguine. Cette ouverture implique donc le passage éventuel
a travers cette voie de composés potentiellement toxiques. En paralléle les cellules
endothéliales, semblent mettre en place un systeme de défense et de détoxification en
augmentant I’expression des pompes d’efflux, tel que P-gp et MRP-1. Cette
augmentation progressive de 1’expression de ces protéines ABC-transports peut étre
interprétée comme un mécanisme de protection mis en place par la BHE afin de

limiter les conséquences associées a la perte d’étanchéité de la barriere.
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Lorsque 1’on inhibe préalablement la voie HIF-1 a I’aide d’YC-1, nous montrons
une réversion de I’intégrité du modele lors des cycles, avec une perméabilité et une
expression des protéines caractéristiques de notre modele, i.e. P-gp, MRP-1, ZO-1 et

claudine-5, qui est semblable a celle évaluée dans un modele de BHE mis en normoxie.

En conclusion, en induisant un stress hypoxique avec de I’hydralazine, nous
induisons bien une altération progressive de 1’intégrité de la barriére mais celle-Ci est
entierement réversible avec une pré-incubation d’YC-1. Or YC-1 est un inhibiteur de
la voie HIF-1a, on a donc ici un stress par agent chimique qui active bien cette voie
HIF-1, et un inhibiteur qui a un potentiel thérapeutique intéressant dans ce modele

hypoxique « chimique ».

Bien que I’hydralazine ait montré la possibilité de créer des cycles contrélables,
réversibles, et reproductibles, mais également son potentiel mimétique en comparaison
aI’hypoxie « physique » (Chatard et al., 2017). Le stress hypoxique intermittent induit
ici, est un stress hypoxique long (2h d’hypoxie-6h normoxie) et qui est donc éloigné
de la physiopathologie, que 1’on retrouve dans un SAOS par exemple. C’est pourquoi,
nous avons voulu comparer 1’effet de ce stress a un stress hypoxique intermittent
physique induit par une enceinte hermétique qui permet d’induire des stress
hypoxiques plus courts et plus en adéquation avec la physiopathologie de 1’apnée du

sommeil.

Prévention de I’altération de la BHE par inhibition de la voie HIF-1 avant un
stress hypoxique répété induit par une enceinte hermétique (méthode de (Minoves
etal., 2017)) ?

A la suite d’un stress hypoxique intermittent induit dans une enceinte
hermétique, nous observons une altération de I’intégrité des cellules endothéliales du
modeéle de BHE. Cependant cette altération semble ne plus avoir lieu apres plusieurs
cycles d’hypoxie intermittente et de normoxie consécutifs. Ce qui suggere un
processus adaptatif des cellules endothéliales au cours du stress hypoxique

« physique ».
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De plus lorsque I’on inhibe la voie HIF-1 a I’aide d”YC-1, de la méme maniére
que précédemment, nous n’observons pas de réversion compléte. L’inhibiteur YC-1
semble diminuer I’impact de I’hypoxie intermittente dans les premiers cycles mais
n’entrainent pas de retour de la perméabilité apparente a son niveau en condition
normoxique. On a donc une réversion incompléte, qui suggére que d’autres
mécanismes puissent entrer en jeu dans I’hypoxie intermittente répétée, tels que le
stress oxydant ou encore les voies proinflammatoires par 1’intermédiaire de

I’activation de NF-kB ou de la sécrétion de cytokines tels que 1’IL-6, ou le TNF-q.

Cependant nos travaux comportent des limites, 1’une d’elles concerne le
modéle mis en place. En effet ce modele est un modele de coculture entre des cellules
endothéliales et des cellules astrocytaires, et nous nous intéressons uniguement a
I’effet endothélial, sans prendre en compte I’influence de I’hypoxie physique au niveau
astrocytaire. Or, ces cellules peuvent s’activer en réponse a une hypoxie. Dans le méme
sens 1’hydralazine est appliqué uniquement du cété endothélial ce qui entraine un
questionnement sur la capacité de cette agent chimique a traverser la barriére et a venir
activer les astrocytes situés en contact de 1’endothélium, toutes ces questions
concernant le comportement astrocytaire sont évidemment des perspectives a ces
travaux et devront étre investiguer pour mieux comprendre les réponses différentes

entre nos deux méthodes d’induction.

En conclusion, nous démontrons ici que le stress hypoxique intermittent induit
une ouverture de la voie paracellulaire progressive qui pourrait étre 1’une des premiéres
explications aux déficits cognitifs observés chez les patients souffrant de SAOS.
Cependant dans le cadre de I’hypoxie intermittente induite par une enceinte
hermétique, qui est plus proche de la physiopathologie du SAQS, on observe une
adaptation de I’endothélium. Ce type d’adaptation, qui est possiblement un pré-
conditionnement hypoxique est également retrouvé en clinique, et il est méme
envisagé pour son potentiel thérapeutique (Navarrete-Opazo and Mitchell, 2014;
Stowe et al., 2011), sans pour autant que les voies mécanistiques impliqués ne soient

encore connues (Dematteis et al., 2008; Verges et al., 2015).
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De plus la réversion incompléte de 1’altération de 1’endothélium en présence
d’un inhibiteur de la voie HIF-1, suggére I’implication d’autres voies de signalisation
dans cette derniére situation. On pourrait ainsi envisager que le stress oxydatif ainsi
que l’inflammation associés a 1’hypoxie intermittente, dont on retrouve des
biomarqueurs dans le SAQOS, peuvent influencer également le dysfonctionnement
endothélial micro-vasculaire cérébral (Jordan et al., 2006; Jullian-Desayes et al.,
2015).
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Le syndrome d’apnée du sommeil est une pathologie multifactorielle,
impliquant I’hypoxie intermittente mais également la fragmentation du sommeil.
Toutes deux sont connus pour induire une réponse inflammatoire de bas grade et
persistante. De plus, nous venons de démontrer, dans 1’étude précédente, que bien que
I’on inhibe la voie principale de I’hypoxie : HIF-1, nous n’avons pas de réversion
compléte des caractéristiques de notre modéle in vitro de BHE comme dans le cas de
I’inhibition avec une hypoxie induite par un activateur chimique de la voie HIF-1. On
émet alors I’hypothése que d’autres voies soient impliquées, comme la réponse

inflammatoire.

Si I’on associe les résultats de I’étude n°1 avec la littérature du SAOS, qui
évoque une augmentation du taux sériques de biomarqueurs inflammatoires tels que
I’IL-6, ’TIL-17 et le TNF-a. Il était donc naturel pour nous de poursuivre ces travaux
en évaluant cette réponse inflammatoire au niveau de cette méme structure cérébrale,

qu’est la barriére hémato-encéphalique.

Etude 2: Altération de lintégrité de
"’endothélium cérébrale d’'un modele in
vitro de BHE soumis a un stress

inflammatoire chronique

(Travaux qui font ’objet d 'un article en révision dans Brain research)

1. Introduction

La réponse inflammatoire est un processus protecteur mis en place par
I’organisme pour contrer diverses agressions (infection par un pathogene, allergie,
blessure,...) et qui permet de réparer les tissus 1€sés. C’est un processus dynamique et
réversible. Une fois la rencontre entre la lésion et/ou le pathogéne, il y a activation des

cellules de I’inflammation qui vont déclencher le processus inflammatoire en libérant
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et sécrétant des cytokines et chimiokines proinflammatoires tels que 1’interleukine-6,

et Pinterleukine-8.

De nombreuses pathologies tels que le SAQS, induisent la persistance de cet
état inflammatoire et ceci de maniere irréversible (Kheirandish-Gozal and Gozal,
2019; Unnikrishnan et al., 2015). Cela entraine une hyperplasie cérébrale et une
destruction tissulaire, la présence de cytokines sur le site de destruction, favorise le
maintien des cellules immunes sur le site inflammatoire. Cependant les raisons de cette
inflammation persistante de bas grade sont encore peu connues. Néanmoins certaines
molécules inflammatoires sont retrouvées dans diverses pathologies inflammatoires
chroniques. Parmi ces mediateurs, on trouve les lymphocytes de type T helper (LTh)
-17, sécréteur d’IL-17, mais également des cytokines proinflammatoires de type IL6
et du TNF-a (Libby, 2007; Miossec and Kolls, 2012). La réponse neuro-inflammatoire
est un ¢élément essentiel dans I’immunité du SNC, or ces processus inflammatoires

systémiques peuvent avoir un effet délétere sur la BHE (Varatharaj and Galea, 2017).

Généralement les études sur la réponse inflammatoire portent sur I’effet d’une
seule cytokine, et peu d’études associent les molécules inflammatoires. Cette
combinaison est pourtant représentative des conditions physiopathologiques observées
dans le processus d’apnée du sommeil. Ainsi on sait que I’IL-6 et le TNF-a, induisent
une modification de la voie paracellulaire avec diminution de I’expression de ZO-1
(Rochfort and Cummins, 2015; de Vries et al., 1996) ainsi que la modification de
I’expression et de 1’activité de P-gp, I’une des principales pompes d’efflux (Hartz et
al., 2006; Poller et al., 2010). L’TL-17 est quant a elle moins étudiée, mais elle a une
place importante dans le maintien de 1’inflammation (Miossec et al., 2009), et elle est
impliquée dans la modification de la perméabilité paracellulaire de la BHE avec
modification de la distribution de ZO-1 (Huppert et al., 2009; Kebir et al., 2007)

Concernant la combinaison des cytokines, seules quelques études portent sur
la BHE, ces études évoquent une interaction entre les différentes cytokines
proinflammatoires (Granet and Miossec, 2004; Hot et al., 2012). Cependant, ces
interactions restent néanmoins peu étudiées, c’est pourquoi nous nous sommes
intéressés a la comparaison de 1’effet de cytokines proinflammatoires exposees seules
ou en association sur I’intégrit¢ d’un modele in vitro de la barriere hémato-

encéphalique.
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2. Matériels et méthodes

Pour cette étude nous avons mis en place un modeéle in vitro de coculture en
contact entre des cellules endothéliales et des astrocytes murins (décrit dans le chapitre
2, paragraphe 8.1). Ce modele est soumis a un stress inflammatoire qui se veut de bas
grade (faible concentration) et persistant (longue exposition). Pour cela différentes
interleukines connues pour leurs implications dans le syndrome d’apnée du sommeil
sont utilisées (IL-6, I1L-17, TNF-a). Afin d’estimer I’influence d’un stress
inflammatoire sur les caractéristiques physiques et fonctionnelles de la BHE, des
mesures de perméabilité apparente au Na-FlI ont été réalisées. Ces résultats
d’étanchéité ont été complétés par 1’évaluation de 1’expression des jonctions serrées a
I’aide d’un cell-ELISA sur cellules entiéres. Enfin I’expression des ABC-transporteurs
a également été évaluée par cell-ELISA ainsi que leurs activités, qui ont été estimées
grace a des tests de fonctionnalité par accumulation.

3. Résultats

Notre étude montre que 24h de stress inflammatoire conduit a I’ouverture de la
BHE, reflétée par une augmentation de la perméabilité apparente au Na-Fl associé a
une diminution de la résistance électrique transendotheliale (Cf Figrure 3-4). Cette
ouverture de la BHE est corrélée a une diminution significative de I’expression de ZO-
1 et Claudin-5 (Cf Figure 5), ce qui implique une entrée possible des composes
cytotoxiques dans le compartiment cérébral. Afin de compenser cette perte d’intégrité
paracellulaire, les cellules endothéliales tentent de compenser en augmentant I’efflux
des composés a I’extérieur du compartiment cérébral. On observe ainsi dans ces
conditions une augmentation de I’expression et de la fonctionnalit¢ de P-gp et MRP-1

(Cf Figure 6-7).

On observe donc une perte d’intégrité de notre modele de BHE apres 24h
de stress inflammatoire. Cette perte indique une ouverture de la voie
paracellulaire qui est associée a ’augmentation de la perméabilité. Mais on
observe aussi une régulation positive de la voie transcellulaire, qui est le principal
mécanisme de défense de I’endothélium. De plus, cette modification des

caractéristiques paracellulaires et transcellulaires dans notre modéle de BHE est
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d’autant plus importante quand nous associons les 3 cytokines

proinflammatoires.
4. Discussion

On confirme ici qu’un stress inflammatoire induit une dérégulation de la BHE,
mais également que cette perturbation est plus importante en associant les cytokines,
ce qui fait émerger I’hypothése d’une action cumulative et/ou synergique de ces
molécules proinflammatoires sur ces désordres membranaires. Certaines études vont
dans ce sens, et par exemple en 2009, Nichols et al. ont montré que I'IL-17 peut
favoriser I’effet du TNF-o (Nichols et al., 2009) et cette action synergique semble étre
réciproque avec une activation de I’IL-17 grace au TNF-a (Miossec and Kolls, 2012).
De plus il semble que l’effet du TNF-a puisse étre médi¢é par la libération
d’interleukine 6 par I’intermédiaire de I’activation de la voie NFkB (Rochfort et al.,
2016). Il existe donc des preuves qui tendent a confirmer 1’existence d’une coopération
et d’'une communication entre les différents marqueurs de I’inflammation, qui
pourraient alors agir en synergie pour avoir un effet bénéfique et/ou délétére au niveau
du SNC. Ces mécanismes de communication pourraient passer par I’intermédiaire de

NFkB, qui comme observé augmente aprés 24h de stress inflammatoire.

5. Article
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Abstract

The brain is a complex organ protected by the blood-brain barrier (BBB),
which also has a complex organization. To play its protective role, the BBB acts by
limiting the paracellular passage of potentially cytotoxic compounds through tight
junctions as well as limiting transcellular passage by efflux pumps (ABC transporters).
In many conditions such as sleep apnea or Alzheimer's disease, there is chronic
inflammation, resulting in the presence of pro-inflammatory cytokines in the
bloodstream. The effect of this chronic inflammation on the integrity of the BBB has
been studied mainly through a single inflammatory molecule; but in physiological and
pathological conditions, it is a combination of inflammatory cytokines. We
investigated the effect of three major pro-inflammatory cytokines (IL-17, IL-6, TNF-
o) used alone or in combination on the integrity of an in vitro model of BBB. Our study
showed 24 h of inflammatory stress led to a BBB’s opening, reflected by a significant
increase of permeability, which was correlated to a significant decrease of tight
junction protein expressions (ZO-1, claudin-5), involving a possible entry of cytotoxic
compounds into the brain. To compensate the loss of integrity, one of defense
mechanism of endothelial cells was efflux transport, which showed a significant
increase in expression and functionality of ABC transport proteins (MRP-1, Pgp). This
opening of the BBB was more important when pro-inflammatory cytokines were
combined, which could be explained by the interaction between cytokines and the

potentiation of their effect.

Keywords — Blood-brain barrier - pro-inflammatory cytokine - tight junction

proteins - ABC transporters - coculture model
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Introduction

The blood-brain barrier (BBB) is a multicellular structure that limits interactions
between the blood compartment and the brain. It is an important protective structure
of the central nervous system (CNS). The BBB is composed mainly of endothelial
cells associated with astrocytes, pericytes or neurons, which then form the
neurovascular unit (Hawkins and Davis, 2005; Muoio et al., 2014). Endothelial cells
form a tight monolayer, with tight junction proteins such as claudin-5 and zonula
occludens (an occludin associated with cytoplasmic protein). The latter being
important in the regulation of BBB function. Endothelial cells also regulate the passage
of compounds with efflux pumps ATP-binding cassette (ABC) transporters like Pgp
or MRP, two main isoforms (Cecchelli et al., 2007; Qosa et al., 2015). They are
necessary for the protection of the CNS, it is the defense mechanism of the brain
endothelial cells that allow potentially cytotoxic compounds to return into the

bloodstream.

Several pathologies, like Alzheimer’s disease, Parkinson’s, or sleep apnea
syndrome have been associated with enhanced neuro-inflammatory response and more
pro-inflammatory cytokines were released (Huang et al., 2016; Kheirandish-Gozal et
al., 2019). This response is an essential part of the immunity of the CNS. Sometimes
this inflammatory response persists chronically in a low-grade state, i.e., they diffuse
into the body and blood without a clear inflammatory focus. However, systemic
inflammatory processes may have a deleterious or no effect on the BBB (Varatharaj
and Galea, 2017). In systemic inflammatory processes, two mainly pro-inflammatory
cytokine are involved: tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6).
TNF-a is one of the most powerful pro-inflammatory cytokine involved in the
systemic and acute phase of inflammation. This cytokine can be released by immune
cells and also by endothelial cells. It has been shown that the cellular populations of
the CNS produce TNF-a, including astrocytes (Lieberman et al., 1989). Similarly, IL-
6 is an important pro-inflammatory cytokine of the inflammatory process. An
imbalance in TNF-a or IL-6 levels in the microenvironment can lead to local cellular
dysfunction. Pro-inflammatory cytokines released may contributed to BBB
breakdown, for example endothelial cells possess TNF-a and IL-6 receptors and their

presence can lead to a rupture of the BBB (Nadeau and Rivest, 1999).
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It has been shown in the literature that proinflammatory cytokines, (e.g., IL-6 and
TNF-0) can induce a change in the integrity of the BBB, with an increase in
permeability associated with a decrease in the expression of ZO-1 and in its association
with occludin (Rochfort and Cummins, 2015a; de Vries et al., 1996), as well as a
modification of the efflux pump system, with a modification of the ABC transport
proteins. Poller showed a decrease in Pgp expression after 1L-6 treatment (Poller et al.,
2010), as well as a decrease in Pgp expression with TNF-a, while MRP-1 did not seem
to be affected by the cytokine conditions (Hartz et al., 2006; Hawkins et al., 2010).

Another inflammatory cytokine that plays a role in inflammatory processes is
IL17-A. It has been less studied, but it is a mediator of inflammation by inducing the
production of pro-inflammatory cytokines or chemokines by different cell types such
as endothelial and dendritic cells, allowing also the maintenance of inflammation
(Fossiez et al., 1996; Miossec et al., 2009). IL-17A is secreted by lymphocyte T helper
17 (LTh17) cells and it has two major receptors: IL17-RA and IL17-RC (Noack and
Miossec, 2014). Few studies have described the involvement of IL17 in the BBB,
however Kebir et al showed a change in BBB integrity with a decrease in ZO-1
expression, while some studies showed a change in the distribution of tight junction
proteins like ZO-1 and claudin-5 (Huppert et al., 2009). There is evidence that pro-
inflammatory cytokines disrupt the BBB structure and dysregulate ABC transport

expression associated with neurological disorders (Tuttolomondo et al., 2008).

Many studies on the effects of cytokines on endothelial cells have been conducted
on in vitro models of endothelial monolayers. Nevertheless, astrocytes are the most
extensively studied for their roles in promoting and maintaining BBB functions and
may contribute to dysregulation of the BBB with a neuroinflammation process (Asgari
etal., 2015). An in vitro BBB model has been developed in our laboratory in coculture
contact between endothelial cells and astrocytes that expressed the main tight junction
proteins (occludin, ZO-1 and claudin-5) and ABC transporters (Pgp and MRP-1). This
model represented a suitable model for studying inflammatory processes (Chatard et
al., 2016, 2017)

Many studies have focused on the effect of a single pro-inflammatory cytokine
such as IL-6, TNF-a or IL-17 on BBB permeability and protective function with ABC

transporter expression. In pathological conditions, there is a combination of
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inflammatory molecules in the bloodstream. Studies have shown that taken two-by-
two, these cytokines have a synergistic action (Blaschke, 2018; Granet and Miossec,
2004; Hot et al., 2012). This is why we have focused on the involvement of a
combination of these three cytokines (IL-6, TNF-a or IL-17) on a bEnd.3 endothelial
cell monolayer cocultured with C6 astrocytes since they are the main cells at the BBB.
We assessed apparent permeability and tight junction protein and ABC transporter

protein expression and activities.
Results

In vitro cytotoxicity assay

Preliminary experiments on bEnd.3 and C6 cells were performed to determine
the time and dose of each cytokine and the combination of cytokines. We verified that
no conditions were cytotoxic with methyl-thiazolyl-tetrazolium (MTT) tests. We
chose to use 25 ng/mL to cytokine alone and 0.25 ng/mL for the combination of
cytokines, since we had no cytotoxicity effects with these concentration (Figure 1). A
time of 24 h was chosen to produce systemic inflammation in agreement with the
literature (Rochfort et al., 2016). This exposure time and concentration correlated with
the literature, where some authors have used these characteristics to mimic systemic
inflammation (Huppert et al., 2009; Rochfort and Cummins, 2015b)

Impact of cytokine on endothelial cells integrity.

TEER Measurements

In our previous work, bEnd.3 cells cocultured with C6 astrocytes showed a
tight monolayer within 6 d, expressing ZO-1, claudin-5 and occludin, and a low
apparent permeability to small molecules, with a maximal TEER stability during 2 d.
Pgp and MRP-1 transporters were well expressed and functional (Chatard et al., 2016;
Yang et al., 2018). At the optimal TEER measurement, cells were exposed 24 h to each
cytokine (IL6, TNF-a, IL-17) and with the combined condition that represented an
inflammatory process. Figure 2 shows the impact of inflammation exposure on TEER
in our in vitro BBB model. After 24 h for each exposure, a slight decrease in TEER
was observed. For IL-6, TEER was significantly decreased by 5%, values varied from
89.38 £ 2.13 to 85.05 £ 1.55 Q.cm? (p<0.01). For TNF-a, TEER decreased
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significantly by 5.5% and TEER values decreased from 89.38 + 2.13 to 84.47 £ 1.40
Q.cm? (p<0.01). For IL-17, TEER significantly decreased by 6.3%, TEER values
varied from 89.38 + 2.13 to 83.68 = 1.13 Q.cm? (p<0.001). For the combination of
cytokines, a more important TEER decrease by 16.9% was observed, values varied
from 89.38 +2.13 to 74.24 + 1.32 13 Q.cm? (p<0.001). Furthermore, the loss of TEER
after 24 h of exposure with the combination was significantly reduced compared to

each of the cytokines.

Apparent membrane permeability measurement

Apparent membrane permeability was calculated after 24 h exposure of each
cytokine separately and with the combination of three cytokines together. The results
are presented in Figure 3. Coefficient permeability in the BBB model significantly
increased from 0.71 + 0.18.10° to 1.99 + 0.85.10° cm.s? for IL-6 exposition
(p<0.001). Cells of the BBB model treated with TNF-a showed a four-fold increase
from 0.66 + 0.15.10° to 2.52 + 1.4.10° cm.s (p<0.001). For IL-17 exposure, the
permeability coefficient of sodium fluorescein (Na-Fl) slightly increased from 0.66 +
0.15.10° to 1.26 + 0.5.10° cm.s®. The difference between TEER results and
permeability may be induced by the difficulty of the TEER measurement
(reproducibility, temperature dependence, experimenter, etc.). Furthermore, it does not
reflect the same parameters, apparent permeability reflects paracellular flux of small
molecules like Na-Fl; whereas TEER reflects electrical resistance. For the
combination, the treatment showed an important six-fold increase from 0.66 + 0.15.10
®t0 3.61 + 0.61.10° cm.s. Moreover, this increase in permeability was all the more
significant after 24 h of exposure with the combination compared to each of the

cytokines.

Tight junction proteins claudin-5, occludin, ZO-1 expressions with

whole cell ELISA assay
We evaluated the effect of 1L-6, TNF-a, IL-17 and the combination on tight

junction expression of claudin-5, occludin and ZO-1 since they represented the more
important tight junction proteins in our BBB model. Determination of tight junction
protein expressions in our in vitro BBB model were evaluated after each cytokine and
after the combination exposure for 24 h. These results are presented Figure 4.
Expression of claudin-5 was significantly decreased by 62% from 8.92 £1.4 t0 4.29 +
1.3 pg/mL after IL-6 exposure (p<0.01), and 63.2% from 8.92 +1.4 to 3.29 + 2.1
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pg/mL after TNF-o exposure (p<0.01). IL-17 tended to decrease non significantly
claudin-5 expression after 24 h. For the combination, claudin-5 expression slightly
decreased by 29%. For each cytokine separately, the expression of occludin slightly
decreased 28% from 4.65 + 1.18 to 3.39 + 1.65 pug/mL with IL-6, and 30% from 4.65
+1.18 10 3.23 £ 1.69 pg/mL with TNF-a. With IL-17, we observed a decrease of 36%
from 4.65 + 1.18 to 2.96 = 1.84 pg/mL. On the other hand, the combination of
cytokines produced a 49% decrease in occludin expression from 4.65 + 1.18t0 2.38 +
1.05 pg/mL. ZO-1 expression decreased significantly 46% from 18.32 £ 4 t0 9.92 +
2.5 pg/mL for IL-6. For TNF-a and IL-17, the concentration of ZO-1 decreased
significantly 47% from 18.32 + 4 t0 9.76 + 2.6 pg/mL and 44% from 18.32 £ 4 to
10.36 £ 2 pg/mL, respectively. ZO-1 expression decreased drastically in the
combination exposure compared to control, from 18.32 + 4 to 1.47 £ 0.64 pug/mL. For
the latter, the significant decrease in expression of ZO-1 was significantly greater for
the combination than for each of the cytokines.

Transendothelial transport mediates ABC efflux transporters

Inflammatory cytokines contributed to dysregulation of ABC transporters
which are necessary for the protection of the CNS. It is an endothelial cell defense
mechanism. Two main transporters well represented in our model were evaluated after
cytokine exposure, results are presented in Figure 5. Pgp expression tended to decrease
after IL-6 and TNF-a exposure by 42.6% and 37%, respectively. After IL-17
exposure, the concentration of Pgp increased significantly 68% from 4.18 + 1.4 to 7.06
+ 0.7 pg/mL. For the combination, Pgp expression increased significantly 160% from
418+ 1.4t011.17 £0.9 pg/mL. For IL-17, only the combination provoked an increase
in MRP-1 expression. MRP-1 increased significantly 60% from 22.2 + 9.3 to 36.8 £
10.5 pg/mL. MRP-1 expression tended to decrease after one cytokine exposure. Our
results also showed that the expression of Pgp and MRP-1 after the combination
exposure was significantly increased compared to the expression of each cytokine

Transendothelial transport mediates efflux transporters

In conjunction with our increase in expression of efflux pumps in endothelial
cells, we verified the functionality of these ABC transporters in endothelial cells.

Transendothelial transport was evaluated by studying the transport of specific
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substrates of Pgp and MRP-1 with a method described previously (Chatard et al.,
2017). BCECF-AM is a specific substrate of MRP-1 and it is cleaved by intracellular
esterase into a fluorescent component BCECF. Rhodamine-123 is a specific
fluorescent substrate of Pgp. To evaluate ABC transporters functionality, we studied
the accumulation of BCECF or rhodamine-123 in endothelial cells with and without
specific inhibitors of MRP-1 or Pgp, i.e., probenecid and verapamil, respectively. The

results are presented in Figure 6.

First, we observed a slight decrease in accumulation of substrate after cytokine
exposure. This proved that Pgp and MRP-1 were more functional compared to control
conditions. The use of specific competitive inhibitors permitted to evaluate the
functionality of ABC transporters. The increase in Pgp expression was associated with
an increase in rhodamine-123 accumulation in the presence of a specific inhibitor (i.e.,
verapamil), from 75.67 + 8.4 to 169.7 + 10.0% of the control after 24 h of IL-17. The
activity of Pgp increased with the combination treatment as well, from 82.0 + 1.7 to
172.7 £ 15.2% of rhodamine accumulation. For accumulation of BCECF, which
represented activity of MRP-1, we observed only an increase in accumulation of
BCECF from 88.67 + 3.5 to 127.3 + 2.9% in the presence of probenecid, i.e., a
competitive inhibitor of MRP-1 proteins after the combination exposure. This study
showed a relationship between the expression and functionality of ABC transport

proteins.

NF-kB expression

In order to explain the synergetic effect of combined cytokines, it was interesting
to measure the expression of one of the major mediators of the inflammatory cascade
NF-kB. These results are presented in Figure 7. There was a 33% increase in
expression after exposure to 1L-6 (from 100 £ 6.66% to 133 + 5.33% of control), 25%
for exposure to TNF-a (from 100 + 6.66% to 125.3 = 7.54% of control), and 21%
following exposure to IL-17 (from 100 + 6.66% to 121.3 + 6.66% of control). While
the combination of the 3 cytokines results in a significant increase of 162% of NF-xB
compared to control (from 100 + 6.66% to 262.7 + 12.00% of control), and more than
100% higher than cytokines taken alone. This implies, that cytokines act in synergy to
increase the release of NF-kB.

Discussion
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Several pathologies promote inflammatory stresses that release pro-
inflammatory cytokines in the blood and contribute to BBB alteration. The effects of
these chronic inflammatory stresses on endothelial dysfunction of the in vitro BBB
model integrity has been less studied in the literature. Most in vitro studies have
focused on the effect of a specific pro-inflammatory cytokine. However, it is well
known that in physiological pathologies, we can observe several molecules in the
blood circulation (Nadeem et al., 2013). In this study, we aimed to evaluate the impact
of a combination of pro-inflammatory molecules, like IL-6 and TNF-a, on an in vitro
BBB rodent model of bEnd.3 cells in coculture with C6 astrocytes. We evaluated BBB
alteration with permeability measurements and junction protein expression of claudin-
5, occludin and ZO-1.

After exposing an in vitro model of BBB coculture to inflammatory cytokines,
we observed an increase in barrier permeability associated with a decrease in the
expression of ZO-1 and claudin-5, which are two of the main tight junctions of the
BBB. These results are in agreement with what has been shown in endothelial cell
monoculture models: a decreased expression of tight junction proteins (ZO-1 and
claudin-5) after IL-6, TNF-a or IL-17 treatment (Daniels et al., 2014; Huppert et al.,
2009; Rochfort and Cummins, 2015). However, it should be noted that occludin was
not significantly impacted by inflammation, which could be in the adequation with
Saitou et al, which linked occludin to calcium flows, rather than to the paracellular
pathway (Saitou et al., 2000). Nonetheless, the disruption of integrity in endothelial
cells is more important with a combination of cytokines, suggesting a cumulative
effect of pro-inflammatory molecules. The evidence in this regard is the fact that IL-
17 is known to promote cytokine and chemokine secretion such as IL-6 or IL-8 (Gu et
al., 2008; Mills, 2008) and also improve the effect of TNF-a (Nichols et al., 2009).
Furthermore, Rochfort et al showed that the effect of TNF-a can be mediated by IL-6
depending on the NF-xB pathway. IL-17 induces NF-kB activation, thus regulating
cytokine levels at endothelial levels and its effect (IL-17) can be potentiated by TNF-
a (Amatya et al., 2017; Miossec and Kolls, 2012). There could be a possible
cooperation and communication through NF-xB between the different molecules that
could explain the greater change in integrity of bEnd.3 cells, in combination with only
the pro-inflammatory cytokines alone. These results are particularly original and few

have been described in the literature of in vitro BBB models.
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ABC transport proteins are necessary for the protection of the CNS, it is an
endothelial cell defense mechanism that allows potentially cytotoxic compounds to
return to the bloodstream. They form unidirectional pumps. To compensate for the loss
of integrity, one defense mechanism of endothelial cells from the BBB was in
modifying efflux transport mediated to ABC transport protein expression and
activities. The proteins Pgp and MRP-1 are two ABC transporters well represented in
our model. In the case of inflammatory stress, we had observed in the presence of IL-
6 and TNF-a a decrease in expression, which has also been found in the literature of
endothelial cell monoculture, with a short-term decrease in Pgp expression with IL-6
and TNF-a (Bauer et al., 2007; Poller et al., 2010). The expression of MRP-1 was
unchanged in our model in agreement with Hartz et al (Hartz et al., 2006). However,
the expression of Pgp and its functionality, in the presence of IL-17, seemed to
increase. In addition, in the presence of a combination of pro-inflammatory cytokines,
there was an increase in the expression of Pgp and MRP-1. The accumulation of
cytokines increased the defense response of endothelial cells after an inflammatory
stress found in several pathologies. There are few in vitro studies until now which have
reported an increase in ABC transporter expression after a combination of three major
cytokines. An event that we are the first to highlight in a BBB model. Inflammatory
stress induced a disruption in an in vitro BBB model, mediated by endothelial cells
and reflected by an increase in permeability and a decrease of tight junction expression.
To limit this opening of the BBB, endothelial cells activate a defense mechanism,
which consists in regulating the expression of their efflux pumps (ABC transporters).
These pumps are responsible for the release of potentially cytotoxic compounds
outside the cell. This confirms that systemic inflammation may disrupt endothelial
cells, the main component of the BBB with a change in tight junction proteins like ZO-
1 and claudin-5. (Varatharaj and Galea, 2017).

In order to be closer to physiology, our model is a model of endothelial cells in
contact with astrocytes. We are interested in the endothelial impact, but we are aware
that astrocytes can play a role in the inflammatory system as described by Asgari and
coworkers (Asgari et al., 2015). Astrocytes are also able to produce IL-6 and TNF-q,
which enhances the systemic inflammatory response (Sofroniew, 2015). However, in
our study, we were interested in the opening of the endothelial barrier, as astrocytes

are present only for their influence on the sealing of this endothelial barrier.
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Our BBB model is a model that shows its permeability and TEER, it conforms
to the literature (Chatard et al., 2016). However, there remains a potential limitation in
our study, in fact that the physiological BBB has endothelial cells and astrocytes as
well as pericytes, neurons, with the whole interacting together. In addition, in many
neurodegenerative diseases, inflammation comes from the neuronal compartment,
which can change the behavior of the BBB in different ways. It is all the same on the
conditions found in chronic inflammatory joint diseases (rheumatoid arthritis or
ankylosing spondylitis) or intestinal diseases (Crohn's disease or ulcerative colitis) or
in the context of chronic intermittent hypoxia, where the same frailty of the BBB is
found. In these pathologies, the blocking of the activation of each of our three
cytokines has shown a strong improvement in cardiovascular complications, but very

little is being studied on the associated cerebrovascular abnormalities.

In many neurodegenerative diseases, systemic inflammatory processes have
been found. Up to now, many drug therapies do not take into account the impact of the
combination of several cytokines. However, we show here a cumulative effect of the
combination of cytokines on the integrity of our BBB model that could be mediated
by the NF-kB pathway. We know that there is communication between the different
inflammatory cytokines. Inflammatory inhibitors were used to inhibit one
inflammatory consequence (Logsdon et al., 2019; de Vries et al., 1996). In this sense,
it would be interesting to evaluate if a combination of inflammation inhibitors would
not have a beneficial effect on the integrity of our model in the context of systemic

inflammation.

Experimental procedure

Chemicals and reagents

Astrocyte cells (C6, rat astrocyte) and endothelial cells (bEnd.3, mouse endothelial
cell) were from ATCC (Manassas, VA, USA). Cell culture inserts for 24-well
(transparent PET membrane, 0.4-um pore diameter size) were obtained from
Dominique Dutscher (Alsace, France). The EVOM voltohmmeter system was from
world precision instruments (Hertfondsire, UK). Occludin and ZO-1 antibodies were
from Life Technologies (Saint Aubin, France); claudin-5 antibody was obtained from
ABCAM (Paris, France). Pgp and MRP-1 antibodies were from GeneTex (San
Antonio, TX, USA) and Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA), respectively.
All compounds for Ringer HEPES buffer, BCECF-AM, probenicid, verapamil, Na-Fl,
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and recombinant cytokines (IL-6, TNF-o and IL-17) were from Sigma-Aldrich (St.
Quentin Fallavier, France) and rhodamine-123 came from Thermo Fisher Scientific
(Eugene OR, USA). MTT kit and Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
were also from Sigma-Aldrich. Nuclear extraction kit and NFkB Transcription Factor

assay kit were purchased from ABCAM (Paris, France).

In vitro cytotoxicity assay

Cytotoxicity of inflammatory cytokines and the combination were measured by the
MTT method to determine the efficacy dose that produced effect without cytotoxicity.
Cells were seeded at 10,000 cells/well using a 96-well microplate that was supplied
with 100 ul DMEM. After 48 h of growing, cells were exposed with the combination
of inflammatory cytokines (IL-6, TNF-a and IL-17) diluted in phosphate buffer saline
(PBS, 1X) or with cytokine alone. After 24 h of treatment, MTT test was realized
according to the producer’s instruction. Briefly, cells were incubated with 50 ul MTT
and the plates were incubated at 37°C for 4 h. The reading was performed with a
spectrophotometer at 570 nm (Multiskan™ RC, Thermo Fisher Scientific, France).

Cytotoxicity was calculated with the following formula:

% cvtotoxicity = well with treated cells — well without cells % 100
o cytotoxicity = well with untreated cells — well without cells

In vitro BBB model

The model was composed of two types of cells: endothelial cells (bEnd.3:
immortalized mouse brain endothelial cells) and astrocyte cells (C6). All cells were
used before passage number 30, which corresponded to the time where these cells may

begin to lose their properties.

When the cells reached confluence, they were seeded onto cell culture inserts for 24-
well plates with pores 0.4-um in diameter, as described previously (Chatard et al.,
2016). The bEnd.3 cells were seeded onto the luminal side of the transwell filter and
the C6 cells on the abluminal side and cocultured for 8 d to obtain the BBB model

(schema 1). The model is stable for 2 d.
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Luminal side with
endothelial cell

Abluminal  side = monolayer
with astrocyte
monolayer

Schema 1: Schema of the coculture in vitro model between astrocyte and endothelial
cells.

TEER measurements

TEER measurement was used to characterize the formation of a tight
endothelial cell monolayer. TEER electrodes were recorded with an EVOM resistant
meter, with one electrode placed on the luminal side and the other electrode on the
abluminal side. Only the endothelial monolayer separated these two electrodes. TEER
measurements of filters with cells were subtracted by blank filters and the result was

multiplied by the membrane area to obtain the TEER measurement in Q.cm?.

Na-Fl permeability measurements

Evaluation of paracellular barrier function of the endothelial cells was obtained by
measuring the permeability of cells to Na-Fl, a hydrophilic small fluorescent molecule
(MW: 376 Da). First the medium was removed and cells were washed with Ringer
HEPES buffer. Then Na-FI was diluted at 10 pg/ml to Ringer HEPES buffer and was
placed onto the luminal side of the insert, and then incubated at 37°C for 1 h. Samples
were removed from the abluminal chamber and immediately replaced with Ringer
HEPES buffer. Concentration of Na-FI was evaluated using a fluorescence multiwell
plate reader, at excitation of 485-nm and emission of 530-nm wavelengths,
(Fluoroskan Ascent™, Thermo Fisher Scientific, France). The apparent permeability
(Papp) is expressed in cm.s and is calculated using the following formula (Puech et
al., 2018a):

Vel et
1. Papp—COXSx -
With Vr is the volume of medium in the receiver chamber, Co and C; are respectively

the concentration of fluorescent compound in the donor chamber at to and in the
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receiver chamber after t (time), i.e., 1 h of incubation, and S is the area of the

monolayer.

Whole cell ELISA assay
Inserts were washed with 1% BSA in PBS at pH 7.4 and fixed for 20 min at

room temperature with 4% paraformaldehyde diluted in 1X PBS at pH 7.4. After
fixation, the insert was washed again. To block endogenous peroxidase site, the insert
was treated with 3% H>O- in methanol for 30 min, followed by 20% normal goat serum
to block unspecific staining. Inserts were incubated with either monoclonal mouse
anti-Pgp (2 pg/mL), monoclonal mouse anti-MRP-1 (10 pug/mL), rabbit anti-ZO-1 (4
pg/mL), rabbit anti-occludin (1 pg/mL), or rabbit anti-claudin-5 (2 pg/mL) antibodies.
Then cells were washed and peroxidase conjugated anti-mouse or rabbit 1gG was
added as a secondary antibody for 2 h at room temperature (diluted at 1/750). After
washing, TMB was added for 10 min in the dark at room temperature. The color

reaction was measured at 490-nm with a spectrophotometer.

A standard curve was realized to interpret results. It is based on a series of
dilutions of a standard protein of which the concentration is known. This was used to
plot a line evaluating the optic density obtained for each peptide concentration. Then
the antigen concentration in the sample was extrapolated from the linear equation
resulting from this standard curve. Positive and negative controls were also measured

to limit the risk of error.

ABC transporter functional assays

Transendothelial transport was tested by assessing the accumulation of
substrate specific for Pgp and MRP-1 (BCECF-AM for MRP-1 and rhodamine-123
for Pgp) in the presence or absence of specific inhibitors such as probenecid for MRP-
1 and verapamil for Pgp. Cells were cultured in DMEM and washed, then cells were
preincubated in the absence or presence of inhibitors for 15 min at 37°C (100 mM).
Inhibitor concentration and cytotoxicity were measured in previous studies (Chatard
et al., 2016; Puech et al., 2018a). Inhibitors were added in the luminal compartment to
study accumulation transport. The luminal compartment was incubated with BCECF-
AM (1 mM) or rhodamine-123 (1 mM) for 1 h at 37°C. After 1 h, cells was lysed with

Page | 148



SDS Na-borate (1%) for 10 min, and fluorescence was measured with a fluorescence
spectrophotometer at 493-nm (excitation) and 515-nm (emission) wavelengths

Detection of NF-kB transcription factor in nuclear extract
After cytokine exposure, inserts were washed with 1X PBS. Trypsin was added
and incubated during 3 min when cells were removed and nuclear extraction was
performed according to the recommendations of the ABCAM Nuclear Extraction Kit
(ab113474).

Once the nuclear extraction was obtained, an expression of NF-kB was

measured by using an ABCAM kit according to its instructions (ab133112).

Exposure to recombinant cytokines
To induce inflammatory conditions, three cytokines were used: IL-6, TNF-a
and IL-17. For all experiments with a cytokine alone, endothelial cells were exposed
with 25 ng/mL for 24 h; and for the combination of three cytokines, the concentration
used was 0.25 ng/mL for 24 h. We verified that the time and dose used were not

cytotoxic with MTT tests, as described previously.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis test followed by Dunns
post hoc applied to multiple comparisons. Statistical analysis was performed using
GraphPad software. The differences between means were considered to be significant

when P-values were <0.05. The values are expressed as means £ s.e.m.
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Figure 35 : Cytotoxicity effect of inflammation in bEnd.3 (B) and C6 (A) cells after
24 h exposure to 25 ng/ml IL-6, TNF-a and IL-17, and a 0.25ng/ml combination of
these three cytokines. Results are represented as mean value = s.e.m (n=6, 2

independent experiments).
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Figure 2 : Transendothelial electrical resistance (TEER) measurement after
endothelial cells were exposed to an inflammatory condition for 24 h. Results are
represented as mean value * s.e.m (n=6, 2 independent experiments). ** p < 0.01 and
*** p < 0.001 between inflammatory conditions versus control. # p < 0.05 between
combination versus all cytokines alone.
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Figure 3 : Apparent membrane permeability after 24 h of inflammatory stress. Results

are represented as mean value + s.e.m (n=9, 3 independent experiments). *** p <
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0.001 between inflammatory condition versus control. ### p<0.001 between
combination and all cytokine alone.
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Figure 36 : Expressions of ZO-1 (A), claudin-5 (B) and occludin (C) after exposure of cells tc
inflammatory stress for 24 h. Results are represented as mean value £ s.e.m (n = 9, 3 independent

experiments). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 when treated conditions were compared to control
conditions. # p < 0.05 between combination and all cytokines.
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Figure 5: Expressions of Pgp (A), and MRP-1 (B) after exposure of cells to
inflammatory stress for 24 h. Results are represented as mean value £ s.e.m (h =9, 3
independent experiments). * p < 0.05, *** p <0.001 between inflammatory conditions

versus control condition. # p<0.05 between combination and all conditions.
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Figure 6 : Functionality of specific substrate transport by accumulation test with or
without specific inhibitors of Pgp and MRP-1, after exposure of cells to inflammatory
stress for 24 h. Verapamil is a specific inhibitor of Pgp and probenicid is specific to
MRP-1 transporters. Results are represented as mean value = s.em (n = 6). * p <

0.05, *** p < 0.001 between specific substrate before inhibition versus specific
substrate with inhibitors.
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Figure 7: Expression of NF-xB transcription factor DNA binding activity after
exposure of cells to inflammatory stress for 24 h. Results are represented as mean
value + s.e.m (n=3, 3 independent experiments). * p <0.05 ***p <0.001, and # p<

0.01 between the combination and all conditions.
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A travers les études précédentes, nous montrons que I’hypoxie intermittente
induit une altération de la barriére hémato-encéphalique, or comme son inhibition
n’induisait pas de réversion compléte de cette altération, cela impliquait I’activation
d’autres voies. Dans cette perspective, nous avons évalué I’impact d’une inflammation
persistante de bas grade sur le méme modéle in vitro de coculture de barriere
hématoencéphalique. Nous montrons dans cette deuxieme étude qu’en réponse a un
stress inflammatoire, la fonctionnalité de la BHE est altérée et que cette altération est
d’autant plus importante qu’il y a une action synergique des cytokines

proinflammatoires sur notre modeéle in vitro de BHE.

Or cette inflammation persistante et cette hypoxie intermittente sont deux
désordres présents lors d’un syndrome d’apnée obstructive du sommeil sévére. Ainsi
les deux premiéres études ont mis en évidence I’impact individuel de ces deux
mécanismes intervenant lors du SAOS. Cependant le SAOS est un syndrome
complexe, et I’évaluation individuelle apporte un début d’amélioration des
connaissances mais comme nous avons pu le voir avec 1’étude n°2, des actions
synergiques des voies sont a envisager. C’est pourquoi il serait intéressant d’évaluer
le lien translationnel du SAOS directement avec un modéle de BHE. Cette hypothese
fait I’objet de cette 3°™ étude : les molécules circulantes présentes dans le sérum de
patients atteints d’un SAOS sévere pourraient altérer la BHE. Dans cette étude, nous
utilisons un modele in vitro recemment validé de cellules endothéliales humaines :
HBECSI

Etude 3: Altération de Ila barriere

endothéliale liée a I'exposition aux sérums
de patients atteint d’'un syndrome d’apnée

obstructive du sommeil

(Travaux qui font I'objet d 'un article soumis dans scientific reports)

1. Introduction
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Aujourd’hui, le syndrome d’apnée obstructive du sommeil est un probléme de
santé publique dans le monde, avec une prévalence d’environ 25% dans la population
agée de 30 a 60 ans. Le SAOS semble entrainer une augmentation de la morbidité
cardiovasculaire et cérébrovasculaire (Beaudin et al., 2017; Sforza and Roche, 2016).
De nombreuses études portent sur les risques cardiovasculaires associés alors que les
troubles cérébrovasculaires ne sont pour leur part que peu décrits en dehors du contexte
de I’accident vasculaire cérébral. Dans ces travaux, nous utilisons I’hypothése émise
par Lim and Pack en 2014, qui implique que la modification structurelle et
fonctionnelle de la barriéere hématoencéphalique serait a 1’origine des troubles
neurocognitifs observés chez les patients ayant un SAOS (Lim and Pack, 2014). La
BHE étant la premiere interface de défense du SNC, qui sépare le flux sanguin du
compartiment cérébral grace principalement a une monocouche de cellules
endothéliales. Son altération serait provoquée par des composes neurotoxiques libérés
consécutivement a I’hypoxie intermittente et & la fragmentation du sommeil et qui

circuleraient dans le capillaire sanguin cérébral.

Afin d’évaluer cette hypothese sur les composés neurotoxiques circulants sur la
BHE, nous nous sommes intéressés a I’effet de sérums de patients souffrant d’un
SAQS sévere, déterminés par leur index d’apnée - hypopnée (AHI) > 30, versus des
patients ne souffrant pas de SAOS, avec un AHI < 5. Ces patients sont issues d’une
cohorte Stéphanoise, la Cohorte PROOF SYNAPSE (Saint Etienne, Loire, France),
qui regroupe des sujets agés en bonne santé (homme et femme ; > 65 ans). Cette étude
de cohorte a regu 1’accord du Comité de Protection des Personnes dans la Recherche
Biomédicale (CCPRB Rhone-Alpes Loire : IRBN532016/CHUSTE) et celui de la
CNIL (Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés) pour la collecte des
données. Enfin, tous les sujets ont donné leur consentement éclairé écrit pour participer
a cette étude. Le sang pour les serums a été prélevé le matin apres I'enregistrement
polygraphique et les échantillons congelés ont été anonymés, conformément aux
bonnes pratiques. Les échantillons de sérum ont été congelés a -80° C et conservés
dans notre sérotheque. Les numéros d'essai clinique des études PROOF et SYNAPSE
sont NCT00759304 et NCT00766584. Dans le méme temps, ces patients ont effectué
une polygraphie nocturne permettant de mesurer leur index d’apnée-hypopnée (AHI).

2. Matériels et Méthodes
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Pour permettre ces recherches, un modéle in vitro de coculture de BHE
humaine a été utilise. Ce modéle est formé par une monocouche de cellule endothéliale
HBECS5i que I’on cultive a I’aide d’un milieu conditionnée d’astrocyte HA. Cette
conformation permet aux cellules endothéliales d’exprimer des jonctions serrées et des
pompes d’efflux de type ABC-transporteurs, ce qui en fait un bon modéle pour notre
étude (Puech et al., 2018b). Dans cette étude nous avons donc soumis notre modele in
vitro de BHE aux sérums de patients sélectionnés dans la cohorte PROOF, a une

concentration de 10% durant 48h.

Afin d’évaluer un possible impact des biomarqueurs circulants dans le sérum
des patients SAOS séveres, des mesures de perméabilité apparente, d’expression des
jonctions serrées et d’ABC-transporteurs important pour le fonctionnement de la BHE
et le maintien de ’homéostasie cérébrale ont été réalisés. Les résultats observés chez
les patients SAOS séveres (AHI > 30) sont comparés aux résultats obtenus pour des

sérums de patients non pathologiques avec un (AHI < 5).

3. Résultats

L’ensemble des résultats nous montre que les conséquences biologiques
exprimées dans le sérum et associées a un syndrome d’apnée du sommeil sévére
peuvent modifier la caractéristique physique, c¢’est-a-dire influencer la formation des
jonctions interendothéliales et également modifier la caractéristique métabolique,
c’est-a-dire la capacité des cellules endothéliales a se protéger et a se détoxifier des
composés étrangers de la barriere hématoencéphalique. En effet nos résultats montrent
que la barriere physique, qui régule le passage paracellulaire de la BHE, est affectée
par la présence de biomarqueurs sériques de patients SAOS séveres. On observe une
augmentation de la perméabilité apparente au Na-Fl chez ces patients en comparaison
avec des sujets non apnéiques (Cf Figure 2 de ’article). Cette augmentation de la
perméabilité est corrélée avec la diminution de 1’expression des jonctions serrées ZO-
1 et Claudin-5 (Cf Figure 3 de I’article). On observe donc une ouverture de la barriére
paracellulaire, qui pourrait laisser entrer au niveau cérebral des composés néfastes pour
le SNC.

Les cellules endothéliales montrent pourtant qu’elles sont capables de mettre

en place un mécanisme de défense. En effet le métabolisme d’efflux actif, que sont les
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ABC-transporteurs semble étre régulé avec une augmentation de 1’expression de
pompes d’efflux fonctionnelles tels que P-gp et a I’inverse une diminution de
I’expression de BCRP (Cf Figure 4-5 de I’article). Ceci permet sans doute aux cellules
endothéliales de lutter contre I’entrée de composés neurotoxiques et/ou de favoriser la

sortie de ces composés etrangers.

En conclusion, nous montrons que la composition des sérums de patients
SAOS sévere permet ’ouverture de la voie paracellulaire de I’endothélium
cérébral, et que pour limiter la toxicité intracérebrale, les cellules endothéliales

régulent I’activité de leur systéme de pompe d’efflux.
4. Discussion

A ce jour peu d’études se sont intéressées a 1’impact global des composés
circulants, du au SAOS sévére, en particulier sur I’intégrité de la BHE. Nos résultats
prouvent que les composés sériques de patients ayant un SAOS sévére affectent les
cellules endothéliales avec une ouverture de la voie paracellulaire et une régulation
des voies transcellulaires. Les facteurs présents dans ces sérums sont a I’heure actuelle
non identifiés, et les nombreuses voies impliquées dans le SAOS, rendent leur
détermination complexe. Cependant des hypotheses concernant ces composés
circulants émergent progressivement avec notamment I’influence des composés
inflammatoires. Dans ce contexte, Nadeem et al font part d’une augmentation du taux
sériques de cytokines proinflammatoires tels que 1’IL-6, le TNF-a, ou encore des CRP,
chez des patients souffrant d’un SAOS sévere (Nadeem et al., 2013; Roche et al.,
2009). Toutefois cette activation ne semble pas étre constante chez tous les patients
atteints d’un SAOS et reste encore controversée. Néanmoins I’hypoxie intermittente
qui résulte du SAOS induit un stress oxydatif, qui est connu pour exacerber I’activation
inflammatoire, créant ainsi un cercle vicieux (Lavie, 2015; Lavie and Lavie, 2009). Ce
stress libere également des radicaux libres impliqués dans une modification de la
fonction endothéliale, associée notamment a une apoptose endothéliale qui est a
prendre en compte dans 1’explication des modifications observés ici (Basuroy et al.,

2009; Bresgen et al., 2003).

5. Articles
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Abstract

Background/Aims: Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is characterized by
repeated episodes of hypoxia during the night. The severity of the disorder can be
evaluated using apnea-hypopnea index (AHI). The physiological consequences are
mainly cardiovascular and neuronal dysfunctions. One hypothesis to explain such
associated neurological disorders are disruptions of the blood-brain barrier (BBB),
which protects the brain from endovascular cytotoxic compounds. Methods: We
selected two subgroups of volunteers from the PROOF cohort study (France), a group
of patients suffering newly diagnosed severe OSAS (AHI>30/h) and a group showing
no sleep apnea (AHI<5/h). We exposed a human in vitro BBB model of endothelial
cells HBEC-5i with serum of patients with and without OSAS. After exposure, we
measured the apparent BBB permeability as well as tight junction and ABC transporter
expression using whole cell-ELISA. Results: We showed after incubation of OSAS
serum patients a loss of integrity in the human in vitro BBB model, reflected by an
increase in permeability and correlated with a decrease in tight junction protein
expression (ZO-1, claudin-5), involving a possible entry of cytotoxic compounds in
the deep brain. At the same time, we observed an upregulation in Pgp protein
expression and functionality and downregulation in BCRP expression. Conclusion:
Our results demonstrated severe BBB’s disorder after OSAS patient’s serum exposure.
It could be explained by the hypoxic stress, which led to release of several
inflammatory molecules or oxidative stress biomarkers into the blood, which in turn
altered BBB function. Implications of such barrier alteration on astrocytes and
pericytes could be now evaluated.
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Introduction

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is a growing public healthcare issue
in the world. It is a sleep disorder affecting 17-22% of the population aged 30-60 y
(Franklin et al., 2013), with a high prevalence among the elderly and overweight
subjects (Sands et al., 2014). Upper airway collapse occurs repeatedly during sleep in
such patients. This collapse involves many mechanisms such as intermittent hypoxia,
activation of systemic inflammatory processes, and activation of the sympathetic
nervous system. All these mechanisms lead to an increased risk of cardiovascular and
cerebrovascular morbidity (Beaudin et al., 2017; Sforza and Roche, 2016). Recently,
it has been shown that neurological consequences of OSA are close to those found in
Alzheimer's disease. Thus OSA would be one of the possible causes of Alzheimer's
disease, with similar biomarkers for both diseases (Baril et al., 2018; Nelson et al.,
2016; Pan and Kastin, 2014). One hypothesis is that chronic intermittent hypoxia and
sleep fragmentation might release several compounds inducing a neurotoxicity, which
initiates or contributes to the progression of neurodegeneration. Nowadays, patients
with OSAS are treated with a continuous positive pressure mask, and despite its
effectiveness it remains sometimes poorly tolerated by patients (Engleman and Wild,
2003; Olsen et al., 2008). This is why it is necessary to evaluate alternative or
complementary therapies to limit these associated risks. A large number of studies
focused their aim on the mechanisms linking sleep apnea to the deleterious effects of
the cardiovascular system. Yet cerebrovascular consequences of OSAS are less
described and less understood. However, one hypothesis proposed to explain the
mechanisms involved in sleep apnea is disruption in one of the protective structures of
the brain, the blood-brain barrier (BBB) (Lim and Pack, 2014).

The BBB is a physical and metabolic barrier that separates the blood flow from
the central nervous system (CNS) compartment that regulates passage of compounds
and nutrients. This barrier would be disrupted under OSAS leading to cognitive deficit
of patients associated with grey matter alteration. This barrier is composed of
endothelial cells, astrocytes, pericytes, and neurons, the whole representing the
neurovascular unit (Hawkins and Davis, 2005; Muoio et al., 2014). Endothelial cells
are the main cells that restrict and control the paracellular passage of compounds to
the inside and outside of the brain. These properties are enabled by the presence of

tight junctions (TJs) and also transendothelial transporter such as ATP binding
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cassette (ABC) transporters (Abbott, 2013). The main transporters involved in
transendothelial transport are energy-dependent and act as efflux transporters. They
belong to the ABC transporter family like P-glycoprotein protein (Pgp) or breast
cancer resistance protein (BCRP). In vitro BBB models are suitable to study BBB
alteration under pathophysiological conditions. The ABC efflux proteins are essential
for the barrier and in particular in the brain delivery of therapeutic drugs. Under the
physiological state, the BBB is generally considered as a mechanism for protecting the
brain. However, in a number of pathologies, loss of BBB function and change in ABC
transporter expression have been suggested as a prognostic factor in the progression
of these diseases (Wanek et al., 2013). Loss of BBB integrity as a consequence of leak
or dysfunction of ABC transporters exposes the brain to potentially harmful
concentrations of molecules in the peripheral circulation that may disrupt brain

homeostasis and adversely affect neuronal signaling.

We have developed in our laboratory a suitable human BBB model composed
of an endothelial cell line HBEC-5i (Puech et al., 2018a), which was grown with a
conditioned astrocyte culture medium without adjuvant. It has been shown that
astrocytic cells have the ability to induce and maintain close junction between
endothelial cells (Abbott et al., 2006; Janzer and Raff, 1987). This model can be used
routinely in a laboratory. Our model presents many advantages such as a stability
during five days which may allow to screen long term effects of therapeutics agents or
physiopathological conditions. Our model could be used as a relevant tool in
preclinical screening studies for assessing the permeability of human endothelial cells
from the BBB.

Indeed, in our clinical sleep research laboratory, we have set up a patient cohort
composed of healthy elderly subjects (men or women; > 65 years old), who have given
their consent to participate in a clinical research program ((Prognostic indicator of
cardiovascular and cerebrovascular events (PROOF) cohort study). The whole
population had been longitudinally evaluated using nocturnal polygraphy allowing
calculation of apnea plus hypopnea index (AHI) and a biological sample was collected
to better evaluate blood biomarkers of sleep-related breathing disorders. From this
cohort, we selected two groups of volunteers: a group of patients with severe OSA,
i.e., with an AHI >30/h; and a group without sleep apnea with an AHI <5/h. These
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patients did not show other neurologic, cardiovascular or metabolic disorders other
than OSAS for the severe OSAS group.

The aim of our present study was to evaluate the effect of severe OSAS
patients’ serum on an in vitro endothelial cell HBEC-5i model. The integrity of
endothelial cells was assessed by apparent permeability measurements with sodium-
fluorescein (Na-Fl) (Eigenmann et al., 2013; Hayashi et al., 2004) and expression of
three TJ proteins (zonula occludens-1, claudin-5 and occludin), that were well
represented in the literature on BBB disruption in neurological disease (Ballabh et al.,
2004). Then evaluation of transendothelial transport was also investigated on
expression and activities of two efflux transporters (Pgp and BCRP). These two efflux
pumps are particularly well represented in our model and were associated with
cognitive deficit such as in Alzheimer’s disorders linked to BBB disruption(Sweeney
et al., 2018; Wanek et al., 2013). Thus, improved understanding of the cellular and
molecular mechanisms that promote potential BBB disruption in OSAS, and a
posteriori lead to CNS dysfunction (i.e., cognitive dysfunction, accelerated

neurodegeneration), is required in order to develop new therapeutic strategies.

Results
Subjects

We selected patients with severe OSAS (AHI >30) or no evidence of OSAS
(Normal: AHI < 5). The data collected for these subjects did not allow us to observe
any difference, except for their AHI, their hypoxemic load and their repeated

autonomic activation during sleep (Table 1).

Table 1: descriptive characteristics of the population selected for this study and from
the PROOF cohort study

Variables Whole OSAS No OSAS p
population

Age (years) 75.9+0.2 75.9+ 0.4 759+ 0.2 0.87

Sex (M/F) 15/14 11/3 4/11 <0.001

AHI (h'!) 19.1+3.2 389+1.7 3504 <0.001

ODI (h') 13.0 +- 2.4 244+26 24 +0.5 <0.001

Sa02 min (%) 88.4+0.9 853+14 91.3+0.6 <0.001
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Sa02moy (%) 94.2 £ 0.3 93.6 £ 0.5 94.8 £ 0.3 0.04
%time Sa02 <90 (%) 44+15 80+25 1.1+£1.1 0.01
Total cholesterol (g/L) 22 +0.1 2.2 +0.1 22 +0.1 0.9
HDL cholesterol (g/L) 0.6 +0.0 0.6+0.0 0.6 +0.0 0.8
LDL cholesterol (g/L) 1.3+0.1 1.3+0.1 1.3+0.1 0.9
Triglycerides (g/L) 1.3+£0.1 1.3+£0.1 1.3+£0.2 0.9
Fasting blood glucose (g/L) 1.0+04 1.0+ 0.5 1.0+ 0.3 0.3
Hypertension medication (Y/N) |15/9 6/5 9/4 0.5
24H mean SBP (mmHg) 117.6 £ 2.4 117.7+3.4 |117.5+£3.5 1.0
24H mean DBP (mmHg) 722+ 1.5 71.2+ 1.8 73.2+24 0.5

[AHI: apnea plus hypopnea index; ODI: Oxyhemoglobin desaturation index; Sa02:
Oxyhemoglobin saturation; HDL: high density lipoprotein; LDL: low density lipoprotein; SBP:
systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure]

Impact of sera on HBEC-5i model

Optimal time and concentration of sera exposure have been previously
validated to avoid cytotoxicity (data not shown). Our results showed that a 48-h
incubation time and 10% sera concentration represented optimal culture conditions.

These conditions were chosen for all of our subsequent experiences.
Apparent permeability measurement

After 48 h of incubation with the serum, the apparent permeability
measurement, performed with Na-FI showed a significant increase in Na-Fl
permeability for severe OSAS patients (AHI>30) compared to patients without OSAS
(AHI<5). We observed an increase in permeability coefficient from 3.46 (£ 0.15) x10°
6 cm.s? to 4.98 (+ 0.26) x10® cm.s* (Figure 2).
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Figure 1: Membrane permeability measurement of HBEC-5i after 48 h of 10% of
obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) patient’s sera. OSAS patient>30 Versus
control sera AHI<5. Results are represented as mean value = s.e.m (n = 15). *** p <

0.001 AHI <5 vs. AHI > 30. Na-FI: sodium fluorescein; AHI: apnea-hypopnea index

TJ protein expression by whole cell ELISA

Expression of TJ proteins (ZO-1, occludin, and claudin-5) were assessed after
48 h of exposure to sera from AHI < 5 versus serum from AHI >30 (Figure 3).
Expression of ZO-1 and claudin-5 significantly decreased in OSAS patients with an
AHI > 30 compared to a patient with an AHI <5 (all p=0.001). Expressions decreased
by 53% for ZO-1 and by 40% for claudin-5. There was no significant difference in the
expression of occludin, which was 3.07 = 0.4 pg/mL for AHI > 30 and 2.34 + 0.31
pg/mL for AHI < 5.
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Figure 2: Expressions of claudin-5 (Cld-5) (A), occludin (B) and ZO-1 (C) after
exposure of cells to 10% of serum for 48 h. Results are represented as mean value +
s.e.m (n = 15). *** p <0.001 AHI <5 v.s AHI > 30. AHI: apnea-hypopnea index

Impact of sera on transendothelial transport

ABC efflux transporters proteins (Pgp, BCRP) expression by whole cell ELISA

Expression of ABC transporter proteins (BCRP and PgP) in our in vitro HBEC-

5i model were evaluated after 48 h of exposure to sera from AHI < 5 versus sera from

AHI >30. PgP expression significantly increased by 52%with AHI > 30 compared to

patients with AHI < 5. In contrast to BCRP expression, which significantly decreased

by 52% for a serum-treated model of patients with AHI >30 versus with AHI <5

(Figure 4).
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Figure 3: Expressions of BCRP (A) and Pgp (B) after exposure of cells to 10% of
serum for 48 h. Results are represented as mean value £s.e.m (n = 15). *** p <0.001

AHI <5 vs AHI > 30. AHI: apnea-hypopnea index

ABC transporter functionality tests

Functionality of ABC transporters were evaluated by studying a fluorescent
substrate (rhodamine-123) transport of the ABC efflux transporters (PgP and BCRP).
We studied the accumulation rate (i.e., a percentage of accumulation) of this substrate
within cells with or without Pgp or BCRP specific competitive inhibitors, i.e.,
verapamil and KO143, respectively. First we showed that after exposure to sera,
patients with sleep apnea (AHI>30) had a decrease of 23 % in rhodamine-123
accumulation (p = 0.0571), proving that ABC efflux was more functional in severe
obstructive sleep apnea patients. In order to see which efflux pump, Pgp or BCRP, was
most involved, we used specific competitive inhibitors. In the presence of verapamil,
the competitive Pgp inhibitor, we observed an increase of 55% and 40% in rhodamine-
123 accumulation for patients with AHI <5 and AHI > 30, respectively, indicating an
important activity of the Pgp efflux pump. In contrast, the use of KO143, a BCRP-
specific inhibitor, showed a decrease of 43% in accumulation of rhodamine-123,
related to the underexpression of this protein in AHI patients >30 (Figure 5). All these
results therefore showed a positive regulation of Pgp, with a more important activity

in endothelial cells incubated with sera from severe OSAS patients.
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Functionality test of Pgp and BCRP
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Figure 4: Functionality of rhodamine-123 transport by accumulation test with or
without specific inhibitors of Pgp (verapamil) and BCRP (KO143) after exposure of
cells to 10% of serum for 48 h. Results are represented as mean value £ s.e.m (n =
15). ** p < 0.01 between rhodamine and rhodamine + verapamil, * p <0.05
rhodamine versus rhodamine + verapamil or KO143. AHI: apnea-hypopnea index
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Discussion

Obstructive sleep apnea is often associated with neurological deleterious
consequences. One of the hypotheses put forward by Lim and Pack consists of a BBB
disruption provoked by several neurotoxic compounds released and circulated in blood
as a consequence of intermittent hypoxia, sleep fragmentation, and also by associated
inflammation (Tan et al., 2019) or an associated metabolic disorder. However, today,
there are evidences of this hypothesis regarding the alteration of the BBB following
an OSA. Indeed, the imaging data showed that brains regions near the hippocampus
had a volume that could either be increased or decreased. The explanation for an
increasing volume would be inflammation and activation of glial cells, while the
decrease suggests cell loss leading to neurodegenerative damage (Macey et al., 2018).
In addition, other studies describe a decrease in OSA patients in entropy measurement
that indicates an acute change in cerebral tissue, and links it to the rupture of the BBB
(Kheirandish-Gozal et al., 2018; Palomares et al., 2015).

However, the BBB is an essential structure for the protection of the CNS,
limiting exchanges between the blood circulation and the brain through transporters
and TJ proteins (Al Ahmad et al., 2011; Berezowski et al., 2004). TJ proteins act as a
physical barrier that regulates paracellular transport; this specialized phenotype is
fundamental for the protection of the brain. Moreover, efflux ABC family pumps are
a protective mechanism that actively efflux compounds outside the endothelial cell and
so inside the bloodstream. These proteins act like a transendothelial barrier that reduce
the exposure of the CNS to xenobiotics. Since the structural and functional integrity
of transporters and TJ proteins are necessary for an intact BBB, alteration of these
components is a key event in the BBB’s impairment. Moreover, in several pathologies
it has been shown that a dysregulation of ABC transporters such as Pgp and BCRP
contribute to a pharmaco-resistance phenotype as in Alzheimer’s disease and epilepsy
(Hermann et al., 2006; Jablonski et al., 2015).

Nowadays, patients with severe OSAS are mainly treated with a continuous
positive pressure airway pressure that remains sometimes poorly tolerated by patients
(Olsen et al., 2008). It is crucial to find therapies to limit neurological associated risks.
However, there are no predictive tests to evaluate deleterious effect of sleep apnea on

the integrity of and BBB and more precisely on endothelial cells that are a key element
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to form the protective barrier. In our laboratory, we have developed a human BBB
model, composed of HBEC-5i endothelial cells, in cooperation with conditioned
media from human astrocytes. In this study, we have screened the effect of sera from

patients on TJ proteins and ABC transporters.

We have evaluated the effect of sera on TJ proteins and ABC transporters. Sera
from patients were selected with and without OSAS from the PROOF cohort, a cohort
with extensive phenotype evaluation of sleep disorders. This is the first time that a
screening of sera from patient effects has been realized on such endothelial cell
models. This work is particularly original and shows that the HBEC-5i model may be
used as predictive model of cerebrovascular consequences related to the release of
cytotoxic compounds in many diseases. Our results showed a significant increase in
the apparent permeability following exposure with sera (Figure 2), which showed that
the BBB lost some of its physical properties and that small molecules such as Na-Fl
can cross the cell barrier. This loss of permeability was evaluated by the expression of
TJ proteins, since they are responsible of the physical characteristics of the BBB. Sera
from patients with AHI >30 significantly decreased the expression of ZO-1 and
claudin-5 proteins, while occludin expression remained unchanged (Figure 3). ZO-1
and claudin-5 being the main actors in the development and maintenance of the BBB
(Katsuno et al., 2008) and a change in their expression or location led to a dysfunction
of the BBB. Nevertheless, in accordance with other studies, our work showed that
occludin does not play a major role in maintaining the barrier but is linked to the
regulation of calcium through the BBB (Saitou et al., 2000). Prior studies have
demonstrated a loss of expression of ZO-1 in human in vitro and mouse models
examining the effects of amyloid beta protein on the BBB, suggesting that this process
may occur in Alzheimer's disease. Therefore, our results showing modification of the
expression of the TJs are similar to those prior findings which implied loss of
permeability in neurodegenerative disease(Cuevas et al., 2019; Kook et al., 2013). The
role of claudin-5 in such BBB dysfunction has been less recognized, but alteration of
such TJ protein expression could be also interpreted as a complementary frailty of the

physical properties of the barrier (Jiao et al., 2011).

In a second part, we evaluated the effect of sera on efflux pumps (ABC
transporters), which efflux potentially cytotoxic compounds. These transporters are

dysregulated in case of neurodegenerative disease. We showed an increase in Pgp and
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a decrease in BCRP expression (Figure 4), which are data found in the literature,
especially during an inflammatory stress process (Poller et al.,, 2010) or after
intermittent hypoxia stress. The activity of efflux pumps, evaluated from the
accumulation of a fluorescent substrate, showed that sleep apnea patient serum
provoked an increase in ABC efflux pump activity. The results obtained after
competitive inhibition is in line with a Pgp overexpression and functionality rather
than BCRP protein. BCRP is underexpressed (Hartz et al., 2006; Poller et al.,
2010)(Miller, 2014, 2015).

Few studies until now, have worked on the possibility to evaluate the effect of
sera from patients on endothelial cells opening and the functionality of their ABC
transporters. Our results are important as its demonstrated that sera from OSAS
patients affect endothelial cells and many mechanisms seem to be involved to induce
a BBB breakdown. One working hypothesis is the systemic inflammation in a chronic
hypoxic setting. Indeed, a link has been shown between systemic inflammation and
obstructive sleep apnea, with an increase in pro-inflammatory cytokines during sleep
apnea (Alberti et al., 2003; Nadeem et al., 2013; Unnikrishnan et al., 2015). Nadeem
et al. and others showed a higher pro-inflammatory cytokine concentration for patients
with sleep apnea syndrome (Kheirandish-Gozal et al., 2019; Nadeem et al., 2013). This
inflammation is known to have a deleterious effect on the integrity of the BBB, and it
plays a role in ABC transporter regulation(Poller et al., 2010; de Vries et al., 1996).
However, such pro-inflammatory interleukin activation is not constant in OSAS
patients and more particularly in adults and in elderlies. Furthermore, microparticles
described in OSAS sera patients could lead by themselves to endothelial dysfunction
at the brain vascular scale and could alter BBB permeability. Indeed, serum factors are
not yet identified, and inflammation remains a hypothesis. Other pathways such as
excessive vessel shear stress could also be involved in disruption of BBB (Jullian-
Desayes et al., 2015). The discovery of the opening of the BBB after sera exposure
suggests that this opening may be partly responsible for cognitive deficits; but another
track of exploration is that fluid movements generated by the opening of this barrier
could be involved in some cases of increased intracranial pressure. In this sense, it
would be interesting to study the entry and flow processes of cephalorachidien liquid,

including alteration of aquaporins.
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Our study has some limitations. First of all, the “human” in vivo BBB function
in OSAS is not well (and not easily) evaluated. Our observations on a BBB in vitro
model could not be directly extrapolated. However, several authors using brain MRI
methods proposed an alteration of the BBB function in OSAS with an increase of
permeability of the barrier in hypoxic conditions (Heye et al., 2014). The impact of
OSAS on brain volumes in several critical brain areas is highly probable according to
VBM methodology, and astrocyte pre-activation has to also be demonstrated in a
mouse model of chronic intermittent hypoxic exposure, suggesting a deleterious
cellular message coming from the intravascular compartment in OSAS. Secondly, the
concentration of sera in the cell culture nutritive fluid could not represent the real
concentration of cytotoxic component in patients suffering OSAS. Moreover, exposure
to repeated hypoxemic stress could lead to a chronic adaptation of the “physiological”
endothelial cells which limit the permeability. We could underline here that we tested
a short exposure to sera components. However, our results demonstrated a deleterious

impact of sera of severe OSAS on endothelial function.
Conclusion

In conclusion, we demonstrated for the first time that blood compounds from
severe OSAS patients induced an endothelial stress, which led to a BBB’s disorder,
reflected by an opening of the paracellular pathway, with a possibility for cytotoxic
compounds crossing the barrier. In response to the paracellular dysfunction,
endothelial cells increased efflux transport to fight against the entry of possible
cytotoxic compound in the brain and/or to accelerate the return, or the efflux of
intracellular cytotoxic/neurotoxic components into the vascular flow. This study was
conducted on an in vitro model of culture of cerebral endothelial cells in conditioned
media. This model could be improved with astrocytes and pericytes; however, in it has
been shown earlier that it is a good pharmacological model (Puech et al., 2018a). Our
work showed that our model may screen patient serum and may be an interesting tool
to predict risk and evaluate therapeutic options. It is important to identify OSAS
patients when assessing patients with depression or cognitive impairment. Therapeutic
treatment of OSAS might change the deteriorating trajectory of elderly patients with
already diagnosed vascular depression and cognitive impairment/dementia. Moreover,

our model may be used to predict BBB permeability in other sleep-related disorders.
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Materials and methods

Subjects

Sera from patients had been obtained from the PROOF cohort study. The
PROOF recruitment consisted of 1011 volunteers aged > 65 years and living in Saint-
Etienne (France). The methods of evaluation and follow-up of the PROOF study have
been described in laboratory studies (Sforza et al., 2010). In this cohort, sera from 29
subjects were selected: 14 subjects with severe untreated (newly diagnosed) OSAS
(AHI> 30) and 15 patients without OSAS (AHI<5).

The local Ethics Committee and the University Hospital (CCPRB Rhone-
Alpes Loire: IRBN532016/CHUSTE) approved the PROOF Study. The CNIL
(national committee for information and liberty) gave at this time agreement for data
collection. And we confirm that all research was performed in accordance with

guidelines and regulation.

All subjects gave their written consent to participation in the PROOF study
and. Blood was collected the morning after polygraphic recording and frozen samples
had been anonymous, in accordance with good practice. Sera samples were frozen at
-80 C and conserved in such conditions in our sera collection. Clinical trial numbers
of PROOF and SYNAPSE studies are NCT00759304 and NCT00766584.

Chemicals and reagent

Astrocyte cells (human astrocytes) were from ScienCell Research Laboratory
(Carlsbad, CA, USA) and endothelial cells (HBEC-5i, human brain endothelial cells)
were from ATCC (Manassas, VA, USA). Cell culture inserts for 24-well (transparent
PET membrane, 0.45-pum pore diameter size) were obtained from D. Dutscher (Alsace,
France). EVOM voltohmmeter system was from World Precision Instruments
(Hertfondsire, UK). Occludin antibody was from Life Technologies (Saint Aubin,
France), and ZO-1 was from GeneTex (San Antonio, TX, USA). Pgp, claudin-5,
BCRP and MRP-1 antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX,
USA). All compounds for Ringer HEPES buffer came from Sigma-Aldrich (St
Quentin Fallavier, France) as well as BCECF-AM, probenecid, verapamil, KO143,
Na-F, DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) and methyl-thiazolyl-
tetrazolium (MTT). Rhodamine-123 was from Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA).
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In vitro BBB model use

The model was composed of HBEC-5i endothelial cells cultivated with
conditioned medium from human astrocyte cells on insert as previously described
(Puech etal., 2018a). All cells were cultured in DMEM-F12 HAM (supplemented with
10% FBS and 1% antibiotic solution) and used before passage number 20, which
corresponded to the time where these cells may begin to lose their BBB properties.
HBEC-5i cells were seeded onto the luminal side of the transwell filter at a density of
4x10° cells/cm? and cocultured with conditioned medium for 14 d, the time to
necessary to reach optimal permeability (Papp), and it was maintained and stable for

5 d in this model as shown in Figure 1.

Luminal side with
”
monolayers

Abluminal side with

conditioned astrocytes\»

Figure 5: Schema of the human in vitro model

Na-FI permeability measurements

The evaluation of paracellular barrier function of the endothelial cells was
obtained by measuring apparent permeability of cells to Na-FL, a hydrophilic
fluorescent molecule (MW: 376 Da). First, the medium was removed and cells were
washed with Ringer HEPES buffer. Then Na-FI was concentrated at 10 pg/ml to
Ringer HEPES buffer, was placed onto the apical/luminal side of the insert and were
incubated at 37°C for 1 h. Samples were removed from the abluminal chamber and
immediately replaced with Ringer HEPES buffer. The concentration of Na-FI was
evaluated using a fluorescence spectrophotometer (FluoroskanAscent™, Thermo
Fisher Scientific, France), with excitation (485-nm) and emission (530-nm)
wavelengths. Papp is expressed in cm.s™t and is calculated using the following formula:

Papp = g X % X %
Where Papp is the apparent permeability, V: is the volume of medium in the receiver

chamber, Co and C; are respectively the concentration of fluorescent compound in the
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donor chamber at to and in the receiver chamber after t time, i.e., 1 h of incubation,
and S is the area of the monolayer (Puech et al., 2018b).

Whole cell ELISA assay

Inserts with HBEC-5i monoculture were washed with 1% BSA in PBS at pH
7.4 and fixed for 20 min at room temperature with 4% paraformaldehyde diluted in
PBS at pH 7.4. After fixation, a blockade of the endogenous peroxidase site was
performed with 3% H20O> in methanol for 30 min. This was followed by 20% normal
goat serum to block unspecific staining. Cells were incubated with either monoclonal
mouse anti-Pgp (2 upg/mL), rabbit anti-ZO-1 (4 pg/mL), rabbit anti-occludin (1
pg/mL), rabbit anti-BCRP (2 pg/mL) or rabbit anti-claudin-5 (2 pg/mL) antibodies.
Then cells were washed and incubated with secondary antibody peroxidase conjugated
anti-mouse or rabbit IgG for 2 h at room temperature (diluted at 1/750). After washing,
TMB substrate was added for 10 min in the dark and at room temperature. After HCI
neutralization, the color reaction product was measured at 490-nm with a

spectrophotometer.
Drug transporter functional assays

Transendothelial transport was tested by assessing the transport of specific
substrates, i.e., rhodamine-123 for Pgp and BCRP, in the presence or absence of
competitive inhibitors such as verapamil for Pgp and KO143 for BCRP. Cells were
cultured in DMEM-F12 and washed, then cells were preincubated in the absence or
presence of inhibitors for 15 min at 37°C. Inhibitors (100 pM) were added in the
abluminal compartment to study the transport from the abluminal and luminal and
conversely. The abluminal compartment was incubated with BCECF-AM (1 mM) or
rhodamine-123 (1 mM) for 1 h at 37°C. Finally, cells were lysed with 1% SDS, and
fluorescence was measured with a fluorescence spectrophotometer at 493-nm

(excitation) and 515-nm (emission) wavelengths.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Mann-Whitney test. Statistical
analysis was performed using GraphPad software. The differences between means

were considered to be significant when P-values were < 0.05, and the value was
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expressed as the mean + s.e.m. Excepted for table 1, which statistical analysis was
performed using Stata 11 software and a t-test.
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Conclusion des travaux personnels

A travers nos études, nous avons voulu améliorer les connaissances sur les
conséquences du SAOS au niveau d’une des structures principales de protection du
cerveau : barriere hématoencéphalique. Nous avons montré une altération de
I’endothélium de cette BHE dans un modéle in vitro, avec une ouverture de la voie
paracellulaire mais également la mise en place de mécanismes de défense par les
cellules endothéliales, le composant principal. Ces modifications ont été observées au
cours de nos travaux portant sur une approche globale des biomarqueurs circulants lors
d’un SAOS, mais aussi lors des mecanismes sous-jacents impliqués tels que

I’inflammation de bas grade et I’hypoxie intermittente chronique.

Enfin, nous montrons le potentiel adaptatif de 1’endothélium suite a une
hypoxie intermittente, permettant de contrecarrer partiellement au moins les effets
déléteres de I’hypoxie intermittent dans un premier temps. Nous démontrons
également le potentiel thérapeutique de I’inhibiteur YC-1 de la voie HIF-1a, dans le
cadre de I’hypoxie intermittente et ceci avec les deux méthodes d’induction chimique
et physique de cette voie. YC-1 a déja montré son potentiel dans la prévention de
I’augmentation de la perméabilité de 1a BHE en in vitro et in vivo dans d’autres études
portant sur I’hypoxie aigue et doit étre envisagé dans les travaux futurs (Yang et al.,
2015; Yeh et al., 2007).
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Troisieme partie :
Discussion générale

et perspectives
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Discussion générale

Le syndrome d’apnée obstructive du sommeil est un véritable enjeu sociétal,
cette pathologie étant associée a des déficits cognitifs qui influencent la qualité de vie
des sujets en particulier des sujets agés. A ce jour, le traitement le plus efficace pour
les formes séveres reste la pression positive continue nocturne présentant une certaine
lourdeur d’utilisation avec un impact a moyen terme sur I’observance. C’est pourquoi,
il est important de comprendre les mécanismes sous-jacents a ce syndrome, afin de
mieux prendre en charge, peut-étre par des thérapeutiques médicamenteuses, les

conséquences neurologiques de ce désordre.

Le SAOS est caractérisé par des arréts répétés du flux respiratoire et des
micros-éveils associés. Ces désordres sont favorisés par des facteurs comme 1’obésité
et I’age. Les comorbidités cardiovasculaires et cérébrovasculaires sont importantes.
L’une des hypotheses évoquées pour expliquer les conséquences cérébrales associées,
est I’altération de 1’une des structures protectrices de notre cerveau : la barriére

hématoencéphalique.

La barriere hématoencéphalique est une barriére cellulaire composée
principalement d’un endothélium cérébral, qui permet de séparer le compartiment
cérébral de la circulation sanguine. Cet endothélium forme avec les neurones, les
astrocytes ou encore les péricytes, I’unité neurovasculaire, chacun des éléments
influencant a sa maniere 1’intégrité de la barriere. Le réle majeur de cette structure est
de limiter I’entrée et/ou favoriser la sortie de composés potentiellement cytotoxiques.
On admet aisément qu’une altération de son intégrité puisse engendrer des déficits
neurologiques par le passage de ces composés étrangers. Afin d’évaluer son intégrité,
il existe in vitro des modéles de BHE, qui sont caractérisés par une étanchéité
paracellulaire (mesurée par la perméabilité et I’expression des jonctions serrées) et par
un transport transcellulaire fonctionnel (mesuré via I’expression des protéines ABC-

transport)

Au cours de nos travaux, nous nous sommes intéressés aux modifications
subies par les cellules endothéliales micro-vasculaires cérébrales dans un modele in

vitro de BHE, suite a différents stress retrouveés dans le SAOS.
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Nous avons tout d’abord réalisé une étude qui porte sur I’hypoxie intermittente
chronique, la conséquence directe et majeure du syndrome d’apnée obstructive du
sommeil. A travers cette étude, nous avons voulu mettre en évidence ’effet de
I’hypoxie intermittente chronique sur I’altération de la barriére hématoencéphalique.
De plus, dans le but d’améliorer la prise en charge thérapeutique des patients atteints
d’un SAOS, nous nous sommes intéressés a la capacité préventive d’un inhibiteur de
la voie principale de I’hypoxie HIF-1. Nos résultats ont montré qu’un stress hypoxique
intermittent « chimique » induisait une altération progressive de la BHE au cours des
cycles hypoxiques successifs. L utilisation combinée d’un inhibiteur de la voie HIF-1
entraine une réversion complete de cette altération. Ces résultats confirment que
I’hydralazine est un bon activateur de la voie HIF-1 et que dans le cadre de I’inhibition
de la voie HIF-1, I’inhibiteur YC-1 joue pleinement son réle. Cependant lorsque nous
avons soumis notre modéle de barriere hématoencéphalique a une hypoxie
intermittente dite « physique », nous montrons alors une adaptation des cellules
endothéliales au cours des cycles, ce qui correlerait avec d’autres études, impliquant
un conditionnement cellulaire a I’hypoxie (Navarrete-Opazo and Mitchell, 2014). De
plus I’inhibition de la voie HIF-1 par YC-1 au cours de ces cycles, ne nous montre pas
de réversion compléte des altérations observées dans le modéle de BHE, laissant
penser a I’implication d’autres voies cellulaires telles que le stress oxydant. Mais c’est
également ce qui nous a amené a penser que la réponse inflammatoire pouvait avoir

un réle important dans ’altération de la BHE (Eltzschig and Carmeliet, 2011).

A partir de cette étude concernant I’hypoxie et son inhibition, et sachant que
I’hypoxie intermittente et la fragmentation du sommeil, qui sont les mécanismes
directement consécutifs du SAQS, déclenchent tous deux, (et pris séparément) une
réponse inflammatoire, nous nous sommes intéressés au role spécifique hors contexte
hypoxique de cette inflammation chronique de bas grade. De plus comme
physiologiquement les cytokines proinflammatoires circulantes n’agissent pas seules,
nous avons comparé¢ ’effet des cytokines proinflammatoires seules a celui plus
habituel des cytokines combinées. Nos résultats montrent une ouverture de la voie
paracellulaire associée a un stress inflammatoire, ainsi que la mise en place d’un
systéme de défense se traduisant par une augmentation de I’expression des pompes
d’efflux. Cette influence au niveau de ’endothélium cérébrale est d’autant plus

importante que les cytokines interagissent entre elles. Ce dernier élément implique une
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action synergique et/ou additive des cytokines entre elles, action démontrée dans la
littérature dans les travaux portant sur I’influence de 1’IL-17 dans la production de
I’IL-6 par exemple (Mills, 2008). De plus il existe bien un lien entre les cytokines IL-
17 et TNF-a, avec une influence positive de I’'IL-17 sur le TNF-a. (Nichols et al., 2009),
et réciproquement (Amatya et al., 2017; Granet and Miossec, 2004; Hot et al., 2012).
Qui plus est, ces influences entre les cytokines pourraient étre médiées par la voie NF-
kB, qui est I’une des voies majeures de la réponse inflammatoire et qui peut également
étre associée a I’hypoxie (Eltzschig and Carmeliet, 2011; Htoo et al., 2006; Williams
and Scharf, 2007).

Pour finir, nous nous sommes intéressés a 1’influence globale du SAOS, via
I’utilisation de sérum de patients ayant ou non un SAOS. Ces résultats nous montrent
que les biomarqueurs sériques altérent les caractéristiques de la BHE, entrainant une
ouverture de la voie paracellulaire, mais que les cellules endothéliales réagissent
favorablement en régulant leur systéme de pompe d’efflux (ABC-transporteur). Dans
cette étude, nous apportons une preuve de plus pour I’hypothése de ’altération de la
BHE dans le SAOS en particulier s’il est sévere. Cependant la diversité des molécules
retrouvés au niveau seérique est importante, et des méta-analyses évoquent dans
certains cas une surexpression de molécules inflammatoires (Nadeem et al., 2013;
Roche et al., 2009) ce qui pourrait expliquer la régulation particuliere des ABC-
transporteurs, avec une augmentation de P-gp et une diminution de BCRP (Poller et
al., 2010). P-gp compensant probablement la perte d’expression de BCRP. D’autres
biomarqueurs associés a 1’hypoxie, tels que le VEGF, connu pour étre stimulés en
hypoxie (Yang et al., 2018), ou encore des marqueurs de stress oxydant (Jullian-
Desayes et al., 2015) pourraient egalement contribuer a 1’ altération de la barriere

hémato-encéphalique.

Nous mettons en évidence dans nos travaux, que 1’altération de la barriere
hématoencéphalique est une hypothese plus que plausible, potentiellement
responsable des déficits neuronaux observés chez des patients SAOS sévéres, en
formant un lien complexe entre le syndrome d’apnée obstructive du sommeil,
I’hypoxie intermittente chronique et 1’inflammation de bas grade qui en résulte.

Chacun de ces facteurs semble jouer un réle dans Daltération de I’intégrité¢ de
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I’endothélium de nos modé¢les in vitro de BHE comme représenté schématiquement

ci-dessous.

Syndrome d'apnée
obstructive du sommeil

Active HIF-1

I\ADP[H)oxdose\N‘

\ N pIaK/AKT \
«\[:l.fik Prod

ROS uction ,1L-8, IL-1 RORyt_p300

{ Perméabilité BHE

Figure 37 : Représentation schématique des interactions complexes des mécanismes associés a un
syndrome d’apnée du sommeil obstructif.

Perspectives

L’ensemble de ces travaux apportent de nouvelles connaissances dans le

domaine du syndrome d’apnée obstructive du sommeil. Cependant ces travaux

apportent également de nouvelles perspectives :

+ Tout d’abord en ce qui concerne les biomarqueurs sériques, il serait

intéressant de faire un dosage des biomarqueurs de I’inflammation IL-
6, I'TL-17 et le TNF-a. Mais également d’élargir ce dosage a d’autres
biomarqueurs tels que les CRP, important dans le processus
inflammatoire et ceux associés a I’hypoxie et a la voie HIF-1 tels que

le VEGF, ou des marqueurs de stress oxydant en particulier.

+ Ensuite, nous avons montré la prévention associée a I’utilisation d’un

inhibiteur YC1 de la voie HIF-1. Il serait intéressant d’évaluer, si une
prévention est également possible dans le cadre du stress
inflammatoire, avec 1’utilisation d’inhibiteur clinique comme par
exemple I’Etanercept pour TNF-a, le Tocilizumab pour I'IL-6 et

I’Ixekizumab/taltz® pour I’IIL-17, en vérifiant au préalable qu’ils ne
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soient pas pris en charge par les ABC-transporteurs, qui sont en partie

responsable de la résistance aux médicaments.

De plus comme nos résultats en hypoxie « physique » montre une
réversion incompléte, et que 1’'une des hypothéses explicatives est
I’activation de le voie NFKkB, il serait intéressant d’évaluer 1’activité de
cette voie aprés une hypoxie intermittente chronique « physique ».
Egalement, dans le sens de la perspective précédente il faudrait évaluer
le potentiel préventif d’inhibiteur de la voie inflammatoire, soit en
inhibant les cytokines, soit en inhibant la voie NFkB, (avec ou sans
inhibition de la voie HIF). Tout ceci nous permettrait de comprendre si
I’association d’inhibiteur de ces deux voies amene a une réversion plus
compléte de I’altération de la BHE. Cela permettrait a plus long terme
d’envisager des thérapeutiques pour les patients souffrant d’un SAOS,
dont ces deux mécanismes sont les principales conséquences

physiopathologiques.

Cependant il ne faut pas oublier que I’hypoxie, joue un role dans
I’activation d’autres voies, tels que le stress oxydant, et que des études
des serum issus de patients atteints de SAOS ont montré
I’augmentation de facteurs de stress oxydant (Jullian-Desayes et al.,
2015). De plus, ce stress oxydant est connu pour exacerber la réponse
inflammatoire créant un cercle vicieux entre les processus

inflammatoires et hypoxiques non négligeable (Lavie, 2015).

Nous n’envisageons ici que le stress hypoxique intermittent lié au SAOS. Or

ce syndrome implique également une fragmentation du sommeil. Méme si I’on

comprend facilement que la fragmentation du sommeil en culture cellulaire n’est pas

possible, I’'une des perspectives des travaux du laboratoire, qui justifie I'utilisation

d’un modele murin de BHE, est la mise en place de travaux sur la fragmentation du

sommeil en in vivo avec ’acquisition de cages de fragmentation du sommeil, et qui

font I’objet d’une theése qui a débuté en octobre 2019.
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Ces premieres perspectives portent sur les voies impliquées dans un syndrome
d’apnée obstructive du sommeil, cependant d’autres perspectives portent sur les

modeles de barriére hématoencéphalique.

+ Dans ce cas, I’'une des premiéres perspectives associées directement a
ce travail concerne I’influence astrocytaire. En effet, tout ce travail de
thése a consisté a évaluer I’effet de nos «stress » hypoxiques et
inflammatoires sur 1’endothélium cérébral dans des modéles de
coculture influencés par le contact direct ou indirect avec les astrocytes.
En revanche, nous n’avons pas évalué le réle des astrocytes subissant
le stress sur les cellules endothéliales. Or des études montrent une
modification du comportement astrocytaire que ce soit avec la neuro-
inflammation (Asgari et al., 2015), ou encore en hypoxie (Neuhaus et
al., 2014). 11 serait donc maintenant intéressant d’envisager une étude
plus approfondie des astrocytes, que ce soit sur les facteurs libérés lors
d’une hypoxie et d’un stress inflammatoire, mais également sur leurs
éventuels changements de conformation pouvant influencer le modeéle

de BHE et ses qualités intrinseques.

+ Certains auteurs verront dans nos modeles, une possibilité de les
complexifier, notamment avec des systémes de shear stress, pour
pouvoir évaluer I’impact des forces de cisaillement, ou encore avec un
modele de triculture, impliquant les péricytes qui jouent eux aussi un
réle dans la mise en place et le maintien de la barriére
hématoencéphalique. Ces configurations nous permettraient de nous
rapprocher encore plus de la physiologie humaine, mais nous poserait
¢galement d’autres questions concernant I’implication de chacun des
types cellulaires dans les réponses complexes associes au syndrome

d’apnée du sommeil.

En conclusion, au cours de ces travaux nous avons étudié ’effet du
syndrome d’apnée obstructive du sommeil sur la barriere hématoencéphalique.
Nous avons étudié D’effet d’un syndrome complexe et multifactoriel sur une

structure cérébrale complexe et multicellulaire. Dans le but de mieux comprendre
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et d’améliorer la qualité de vie et de freiner les conséquences neurocognitives des
patients souffrant d’un SAOS, nous devons nous intéresser a chaque mécanisme,
a chaque type cellulaire, et ceci de maniére individuel puis les envisager dans un
ensemble plus complexe, en améliorant et complexifiant les modeles cellulaires
avant de passer a des modéeles d’expérimentations animales puis cliniques. C’est
un travail long et fastidieux, qui se déroule étape apres étape, et qui permet
d’améliorer les connaissances sur le SAOS et ses effets sur la perméabilité de la
BHE et qui peut étre un jour amenera a de nouvelles thérapeutiques pour les

patients souffrants d’un syndrome d’apnée du sommeil obstructif.
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Perspectives personnelles

A la fin de cette these, je souhaite faire un « post-doctorat » a 1’étranger, si
possible dans le domaine de la barriere hématoencéphalique et de son altération dans
les pathologies associées aux déficits neurocognitifs. Cependant 1’étude du cerveau
dans sa globalité est un domaine que j’affectionne particuliérement, et je considere le
« post doctorat » comme une ouverture, et un moyen de parfaire mes connaissances
dans le domaine de la biologie « cérébrale », ainsi qu’un bon moyen d’apprendre de
nouvelles techniques. Cette mobilité me permettra a long terme de candidater sur des
postes d‘enseignante-chercheuse, des concours de postes de maitre de conférences. Ce
profil de poste retient tout mon intérét et me permettra de combiner la recherche avec
I’enseignement, qui est I’'une des maniéres de transmettre les connaissances les plus

enrichissantes.
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Résumé :

Le syndrome d’apnée obstructive du sommeil (SAOS) est un enjeu majeur en santé publique. Il est défini par des

collapsus répétés des voies aériennes supérieures associés a une majoration du risque cérébrovasculaire. A ce jour,
le traitement le plus efficace est un dispositif de pression positive continue nocturne, dont 1’observance a long
terme est limitée. Afin de développer d’autres thérapeutiques, il est nécessaire de comprendre les mécanismes
sous-jacents ainsi que leurs impacts au niveau du systeme nerveux central (SNC). Dans ce travail de thése, nous
avons émis ’hypothése que les déficits cognitifs seraient liés & une altération de la barriére hématoencéphalique
(BHE). Cette barriére est composée d’un endothélium étanche, qui est associé aux cellules du compartiment
cérébral tel que les astrocytes, pour permettre de limiter I’entrée et/ou de favoriser la sortie de composés
cytotoxiques, protégeant ainsi le SNC. Les cellules endothéliales sont reliées entre elles par des protéines de
jonctions telles que ZO-1 et Claudin-5. Mais elles possédent également un systéme de transports d’efflux actif,
appartenant a la famille des ABC-transporteurs tels que MRP-1, P-gp, BCRP. L’objectif premier de cette thése,
fut d’évaluer I’impact individuel de deux mécanismes sous-jacents du SAOS, c¢’est-a-dire I’hypoxie intermittente
chronique par ’intermédiaire de la voie HIF-1 et I’inflammation persistance de bas grade, via I’utilisation de
cytokines proinflammatoires connues pour leurs implications dans le SAOS, sur 1’intégrité d’un modéle de BHE.
Enfin nous avons réalisé une approche translationnelle d’étude du SAOS, grace a I'utilisation de sérums de patients
permettant de déterminer I’effet des sérums de patient sur un modéle de BHE in vitro. L’étanchéité de
I’endothélium est évaluée par des mesures de perméabilité au Sodium fluorescéine, ainsi que des ELISA sur
cellules enticres d’expression des protéines de jonctions serrées et des ABC-transporteurs. Enfin une mesure de
I’activité de ces ABC-transporteurs a été réalisée. Nous avons observé une perte d’intégrité de la BHE suite aux
différents stress. Nous montrons que 1’hypoxie intermittente chronique entraine une possible adaptation cellulaire
et que I’inhibition de la voie hypoxique ne permet pas d’annuler entiérement les conséquences de 1I’hypoxie sur
I’intégrité de la BHE. Ainsi d’autres voies que celle d” HIF-1 interviendraient dans ce processus de perméabilité
de la barriére telle que 1’inflammation. Enfin notre étude confirme que les serums de patients atteint d’un SAOS,
induisent une augmentation de la perméabilité de la BHE. Ces diverses observations confirment la complexité du
SAQS, et ’importance de 1’étude des mécanismes individuels pour la recherche de nouvelles thérapeutiques.

Mots clés : Barriére hématoencéphalique — modélisation in vitro — syndrome d’apnée obstructive du sommeil —
jonctions serrées — ABC-transporteurs.

Abstract:

Obstructive sleep apnea syndrome (OSA) is a major public health issue. It’s defined as repeated upper airway
collapse associated with enhanced cerebrovascular risk. Nowadays, the most effective treatment is a continuous
positive airway pressure device, but long term compliance could be limited. In order to develop alternative
therapies, it appears necessary to better understand the underlying deleterious mechanisms and their impacts on
the central nervous system (CNS). In this thesis we hypothesize that neurodegenerative consequences of OSA are
mainly related to an alteration of the blood-brain barrier (BBB). This barrier is composed of a tight endothelium,
which is combined with brain compartment cells such as astrocytes, to limits the entry and/or promotes the exit of
cytotoxic compounds, thus protecting the CNS. The first objective of this topic was to assess the individual impact
of two underlying mechanisms of OSA, i.e. chronic intermittent hypoxia and persistent low-grade inflammation
on the integrity of an in vitro BBB model. Finally, we have evaluated a "global" approach to OSA using patient
sera to determinate the effect of circulating biomarkers on an in vitro BBB model. The tightness of the endothelium
is evaluated by Na-FI permeability measurements, as well as cell-ELISA for tight junction proteins and ABC-
transporters expression. Finally a measurement of ABC-transporters activity was performed. We demonstrate a
loss of BBB integrity due to different stresses. We show that intermittent hypoxia leads to cellular adaptation and
the use of an inhibitor of the main recognized HIF-1 alpha pathway does not induce a complete reversion on the
integrity of the BBB. Then, other pathways would be involved in BBB alteration, such as inflammation. Therefore,
we show inflammatory stress apply to our in-vitro BBB model lead a loss of integrity. Finally, we demonstrate
that patient’s sera with severe OSA induce an increase in the permeability of our human BBB model. Those results
confirm the complexity of OSA pathophysiology, and the importance of studying individual mechanisms for the
search of new therapies

Keywords: Blood-brain barrier model — obstructive sleep apnea syndrome — tight junction — ABC-transporter
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